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« Ce qu’il défendait, c’était une marge humaine, un monde, n’importe lequel, mais ot il y aurait place
méme pour une aussi maladroite, une aussi encombrante liberté. Progression des terres cultivées,
électrification, construction de routes et de villes, disparition des paysages anciens devant une ceuvre
colossale et pressante, mais qui devait rester assez humaine cependant pour qu’on p(t exiger de ceux qui
se langaient ainsi en avant qu’ils s’encombrent malgré tout de ces géants malhabiles pour lesquels il ne
semblait plus y avoir de place dans le monde qui s’annongait... »

Romain Gary, Les Racines du Ciel

« Patience et longueur de temps
Font plus que force ni que rage. »

Jean de La Fontaine, Le Lion et le Rat
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Introduction générale

Au sein du regne animal, I’'Homme a développé la capacité de modifier son environnement de fagon
profonde et durable. Initialement, les premiers représentants de la famille Homo ont congu des outils
simples permettant d’améliorer la chasse et de se défendre contre les prédateurs (Homo habilis). Par la
suite, I'Humanité s’est disséminée sur toute la planéte (Homo erectus) avant de se sédentariser (Homo
sapiens) en développant I’élevage et I’agriculture (Figure 1). LHomme ayant sécurisé ses apports
alimentaires, il a cherché a développer son confort et sa sécurité (ex : industrie textile, armement). Si
I’ere anthropocene, et notamment son commencement, peut faire débat, il est admis que la découverte
de la machine a vapeur nous a fait basculer dans I’ére industrielle.* Les aménagements de territoires qui
avaient déja eu pour effet la déforestation, I'assechement de zones humides se sont accélérés.
L'extraction des ressources minieres (charbon, pétrole, fer) a explosé. L'utilisation intensive des
ressources fossiles a permis une amélioration rapide des conditions de vie (ex: chauffage central,
électricité) et I’essor de nombreuses techniques (ex : électroménager, automobile, médecine).

Homo habilis Homo erscius e

-2 300 000/-1 800 000
-1 900 000/-400 000

-315 000/-

Figure 1 : Evolution de 'THomme

Ce bond extraordinaire présente cependant des contreparties que nous devons dorénavant affronter.
Celle qui trés probablement bouleversera drastiquement nos conditions de vies est bien entendu le
réchauffement climatique. Le groupe d’experts international sur I’évolution du climat (GIEC) alerte
régulierement sur les répercussions de l'augmentation de la température moyenne, que ce soit sur la
désertification ou la montée des océans.” En effet, 'utilisation massive des ressources fossiles (gaz,



charbon, pétrole) conduit a la libération, entre autres, de dioxyde de carbone dans I'atmosphere
renforcant et amplifiant I'effet de serre naturel di a I'atmosphére (Figure 2). Pour inverser cette
tendance préjudiciable et limiter le réchauffement climatique, il est important de modifier en
profondeur nos modes de production en nous appuyant sur des sources de carbone renouvelable et non
plus sur le carbone fossile.

Global carbon dioxide budget
(gigatonnes of carbon per year,

1990-2000
2000-2008
Fossil fuel & ‘Atmospheric
cement growth (s Land sink
6.4+0.4 3.1£0.1 e | |26209
7.7+ 05 41+01 11.6+0.7 2.7+10
1407

Ocean sink

22x04
2305

Geological
reservoirs

Figure 2 : Bilan du CO, (Global carbon dioxide budget) anthropique pour 1990-2000 (en bleu) et 2000-2008 (en rouge), en
milliards de tonnes de carbone (GtC) par an. Les émissions des combustibles fossiles (fossil fuel and cement) et celles dues
aux changements de I'utilisation des sols (land-use change) sont basées sur les statistiques économiques et sur celles des
déforestations. La croissance du taux de CO, atmosphérique (atmospheric growth) est mesurée directement. Les puits de
CO, océanique et continental (ocean sink et land sink) sont estimés a partir des observations pour 1990-2000 (Denman et al.
IPCC 2007). Pour 2000-2008, le puits océanique est estimé en utilisant la moyenne de plusieurs modeéles, tandis que le puits
terrestre est estimé comme un résidu des autres termes. © Le Queré, Global Change, 2009°

Ce carbone renouvelable est aussi nommé bioressource ou biomasse. Le développement de produits a
partir de ces bioressources a donné naissance au concept de bioéconomie, définie comme suit :



La bioéconomie englobe I’'ensemble des activités de production et de transformation de la biomasse,
gu’elles soient d’origine agricole, forestiére ou aquacole, a des fins de production alimentaire (humaine
ou animale), de chimie biosourcée, de matériaux biosourcés ou d’énergie.”

Bien que I'énergie constitue le point de dépense en carbone le plus important, il s’avére nécessaire de
structurer I'ensemble des filieres concernées afin de répondre au mieux aux défis climatiques,
démographiques et sociétaux de demain.

La durabilité est un autre aspect clef de la transition écologique. Idéalement, cette transition doit
garantir la pérennité ou I'amélioration de la qualité des sols, en limitant la pollution des eaux et de I'air
et en préservant la biodiversité. La protection de I'écosysteme devrait également bénéficier a la santé
humaine. Malheureusement, le développement d’un certain nombre de molécules visant a améliorer la
production agricole (ex : glyphosate), la conservation des aliments (ex : bisphénol A dans les conserves et
cannettes), les propriétés de certains additifs des polymeres (ex : phtalates dans le PVC), présentent un
impact sur la santé des utilisateurs directs et des consommateurs en bout de chaine (ex : développement
de cancers, perturbation endocrinienne). Parfois méme, certaines molécules (ex : anti-UVs) développées
pour nous protéger se trouvent controversées, pouvant elles aussi entrainer des conséquences néfastes
sur la santé (allergies, infertilité).

La récente pandémie de coronavirus (SARS-CoV-2) montre également l'intérét de développer des
systemes de production locaux et adaptatifs afin d’améliorer la résilience de nos sociétés en cas de crise.
L’Union européenne annonce ainsi un plan de relance économique basé sur la transition écologique qui
devrait accélérer le mouvement déja engagé.

La France s’est déja dotée d’un plan d’action intitulé : « Une stratégie bioéconomie pour la France »
comprenant 5 axes :>

e améliorer la connaissance

e promouvoir la bioéconomie et ses produits auprés du grand public
e créer les conditions d'une rencontre de I'offre et de la demande

e produire, mobiliser et transformer durablement des bioressources
e lever les freins et mobiliser les financements

Les unités de recherche que sont l'Institut de Chimie Moléculaire de Reims (UMR CNRS 7312) de
I’'Université de Reims Champagne-Ardenne (URCA) associé au CNRS et I'Unité de Recherche et
Développement AgroBiotechnologies Industrielles (URD ABI) d’AgroParisTech s’inscrivent évidemment
fortement dans le premier point de cette stratégie avec pour objectif d’abonder I'axe 4 grace a cette
connaissance et transformer durablement notre société.

L’'URD ABI est une structure relativement récente (2012) et de petite taille (21 permanents), organisée
autour de trois poles de recherche (microbiologie, génie des procédés et chimie verte) structurés et
appuyés sur une plateforme analytique et une cellule de valorisation.® Elle est présentée dans le schéma
ci-dessous par analogie avec un organisme humain (Schéma 1). Travaillant pour ma part au sein de cet



organisme depuis sa création, et malgré que sa pluridisciplinarité interne forge une entité autonome, les
collaborations sont un atout majeur pour une recherche fructueuse de qualité.

Collaborations

Les chercheurs:
Le cerveau — Concevoir,
analyser, comprendre

Chimie analytique :

Les 5 sens + systéme nerveux
— Recupérer I'information, la
traiter, la transmettre

Microbiologie :

Bouche + peau + systéme
digestif —Selection de
microbiotes, Travailler en
asmose avec

Business development :
Poumons + cceur — Inspirer
les informations {marché,
hesoin clients), Expirer les
resultats scientifiques,
Diffuser/Récupérer
I'information auprés de
toute la structure

Chimie : Glandes
{Thyroide, Pancréas,
WVesicule biliaire) —
Régulation de
l'activité des
molécules par des
méthodes spécifiques

Génie des procédes :
Estomac+ Intestin +
Foie + Reins — Eco-
extraction sélective,
purification des
substances d'interét

Schéma 1 : Présentation de ’URD ABI sous la forme d’un corps humain

Un partenariat fort s’est installé depuis plusieurs années avec I'Institut de Chimie Moléculaire de Reims
(ICMR).



L'ICMR est une unité de recherche associée au CNRS depuis sa création en 2008. Ses personnels y
meénent une activité de recherche fondamentale sur les différents aspects de son cceur de métier : la
chimie moléculaire. Le projet d’unité se structure autour de questionnements originaux en matiére de
réactivité chimique, de caractérisation structurale, d’activité biologique ou de développements de
procédés intensifiés associant les aspects de relations structures/fonctions, ce en lien avec les secteurs
tels que la Chimie du Végétal, la Santé, les Matériaux, les Nanosciences ou encore I'Environnement.’

Les activités de recherche se réalisent au sein de 5 équipes structurées sur la base d’'un partage de
compétences scientifiques et techniques :

e Méthodologie en Synthése Organique

e Biomolécules : Syntheses et Mécanismes d’Action
e Chimie de Coordination

e Chimie des Substances Naturelles

e Polymeéres Fonctionnels et Réseaux

En soutien de ces activités, I'ICMR dispose d’un :

e Service de Soutien Analytique
e Service de Soutien Administratif et Technique

L'intitulé de cette these « Valorisation de co-produits agricoles : de la chimie verte aux applications »
s'insere complétement dans la stratégie menée par ces deux entités. Nous considérerons ici deux
exemples de molécules issues d’une premiére transformation de la biomasse et a forts potentiels pour le
développement d’une chimie durable. Dans un premier chapitre, la lévoglucosénone, molécule chirale
issue de la cellulose sera considérée en tant que molécule plateforme pour la synthése d’un autre
synthon d’intérét, le (S)-y-hydroxyméthyl-a,B-buténolide (HBO) ainsi que des applications qui en
découlent et pour la synthese d’éliciteurs des plantes, les rhamnolipides. Dans un second chapitre, les
acides para-hydroxycinnamiques seront abordés a la fois en vue de travaux de recherche fondamentale
mais aussi vers une recherche appliquée.



Liste des molécules du Chapitre 1
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Chapitre 1 La lévoglucosénone : une opportunité pour l'industrie
papetiere et forestiere

L'industrie papetiere frangaise a connu sur la derniére décennie (2007-2017) une baisse significative de
sa production, -2% par an en moyenne.® C’est la production de papier graphique (notamment utilisé
pour les journaux) qui a connu le plus fort recul (Figure 3). L'utilisation de pate a papier a quant a elle
diminué de 3% en moyenne par an entre 2007 et 2017, valeur en partie contrebalancée par une
augmentation de l'usage des papiers et cartons issus du recyclage. En effet, pour produire 100 g de
papier, il fallait en moyenne, en 2007, 39,5% de pate a papier pour 52,6% de papier recyclé alors qu’en
2017, il faut 36% de pate pour 58,4% de matiere recyclée. La diminution de I'utilisation de charge est
notable, de 14,9% a 10,4%.

Production de papiers et cartons Production de papiers et cartons
par sortes en 2007 par sortes en 2017

Emballags
1%

Bien que la tendance soit a une stabilisation du marché, pour garantir la pérennité de ce secteur
d’activité, qui représente en France 5,3 Mrd € de chiffre d’affaires et 12 500 emplois (données de 2016),
une diversification des activités semble nécessaire. Ici, nous nous intéresserons aux opportunités
qgu’offre la Iévoglucosénone qui peut étre obtenue a partir de résidus riches en cellulose, par exemple la
sciure de bois ou le papier usagé.

La Lévoglucosénone (CAS n° 37112-31-5, LGO) n’est pas encore connue en 1970 0]
lorsque Tsuchiya et Sumi® décrivent les composés issus de la décomposition ®)
thermique de la cellulose et remarquent la présence d’un composé en quantité N

abondante qui devient méme majoritaire en conditions acides. Il faudra O

attendre les travaux de Halpern et al.’® en 1973 pour voir identifiée cette |Lévoglucosénone
nouvelle molécule, la 1,6-anhydro-3,4-didésoxy-A -B-D-Pyranosén-2-one, et lui

voir attribuer le nom de lévoglucosénone. Le mécanisme d’obtention de la LGO a fait I'objet de plusieurs
/.11

propositions dont certaines sont résumées dans les travaux publiés en 2017 par Greatrex et a



(Schéma 2). Eux-mémes émettent une nouvelle hypothése faisant intervenir des énergies de transition
peu élevées, de I'ordre de quelques kl.mol™ & quelques dizaines de kl.mol™, compatibles avec la
transformation rapide du Iévoglucosane (2 sur le schéma 1) et du 1,4:3,6-dianhydro-a-D-glucopyranose
(12 sur le schéma 2) en LGO.

Broido et al., (1973)
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Bien que la |évoglucosénone soit trés majoritairement obtenue par pyrolyse, des méthodes alternatives
de synthése organique sont reportées dans la littérature.

A partir du D-galactose, Shibagaki et al."> ont proposé une voie de synthése en 7 étapes dont les
rendements sont bons voire excellents, aboutissant a un rendement global de 48%. L’étape clef de cette
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procédure est la décarboxylation réductive du dérivé acétoxy acétal, catalysée a I'oxyde de zirconium
hydraté (Schéma 3). Dans un chapitre de livre, Witczak™ rapporte d’autres synthéses permettant
d’obtenir la LGO a partir de 1,6-anhydrosucres avec des rendements modérés.

CHO
H——OH CH,OAC o EtO o o
o]
HO——H b c d OAc f >\f h
HoH AcO\bQ?\ opn =% ACOA% S Oﬁg% = [0 * [o
H——OH OAc OAc OH OAc o
CH,OH

a) AcONa, Ac,0, 90% b) H*, PhOH, 94% c) NaOH aq. d) Ac,0, 76% sur les 2 étapes e) NaOMe, 100%
f) (EtO)sCH, H*, DMF 95% g) Oxyde de Zirconium, Ac,0O, 88% h) MnO, 90%

De maniére plus étonnante, Taniguchi et al.** ont publié une synthése & partir d’'un composé qui n’est
pas un ose (le 2-vinyl furane) en 6 étapes pour obtenir les deux énantioméres de la LGO avec pour
étapes clefs une dihydroxylation asymétrique de Sharpless et une réaction oxydative d’expansion de
cycle. Le rendement global a partir du 2-vinyl furane est de 12% (Schéma 4). Dans des travaux plus
récents, la méme équipe propose une méthode permettant d’obtenir un mélange racémique de la LGO a
partir d’un dimére d’acroléine en 6 étapes avec 36% de rendement.” Puis une résolution racémique est
réalisée en employant des lipases a partir du dérivé réduit et acétylé de la Iévoglucosénone. Une fois
séparés, les composés peuvent étre déprotégés et oxydés pour retrouver les molécules désirées.

AD-mix-o. 1) m-CPBA
MeSOZNHz DCM 30% H202 NH2NH2 H20

aq. tBuOH OH 2) p-TsOH 0 5N NaOH AcOH (cat.) o) o DCM 0 o
HO _Benzéne _THF, 0°G_ MeOH, 0°C ta.
81% | T aw T 7% T ee% “~ "’OHBQ% “~ o

Pour en revenir a la méthode la plus commune, la pyrolyse, suite a la découverte de la LGO, un certain
nombre de travaux ont été publiés dans les années 70, cependant le sujet est tombé en désuétude dans
les années 80-90 avant de connaitre un regain d’intérét, a partir du début des années 2000, qui semble
se poursuivre.

Le groupe de Shafizadeh a été parmi les premiers en 1979 a s’intéresser a I’optimisation de la production
de lévoglucosénone par pyrolyse.™ L'article correspondant décrit les rendements massiques obtenus en
fonction de la quantité d’acide phosphorique, de la pression et de la température appliquées lors de la
pyrolyse ainsi que de I’échelle sur laquelle elle est réalisée. Les meilleurs résultats obtenus sont des
rendements de 11, 6 et 2% a partir de cellulose, de papier kraft et de papier usagé respectivement, avec
une pureté de 90 a 95%.

Ces travaux ont notamment servi de base a Dobele et al. qui ont publié une série d’articles, entre 1999 et
2005.77% |Is se sont intéressés a 'impact du prétraitement par I’acide phosphorique sur la cristallinité et
le degré de polymérisation de la cellulose, qu’elle soit ou non initialement microcristalline. Ces travaux



ont été étendus a de la pulpe kraft recyclée, a de la sciure de bouleau et au papier journal. En ajustant la
quantité d’acide phosphorique imprégné dans les matériaux, les rendements massiques obtenus lors de
la pyrolyse rapide vont de 17% pour la sciure a 34% pour la cellulose microcristalline.

Il est possible de remarquer dans la littérature récente I'apparition de techniques faisant intervenir des
catalyseurs solides plutét que de I'imprégnation a partir de solutions pour laquelle un séchage est
nécessaire avant la pyrolyse. Les travaux de Casoni et al.?! semblent trés prometteurs avec un
rendement massique de 53% en LGO a partir de cellulose microcristalline en utilisant un catalyseur a
base d’aluminium supporté sur un matériau mésoporeux, le MCM-41. La recyclabilité de ce catalyseur a
été testée, permettant un deuxiéme cycle avec un bon rendement (41%), ce dernier s’effondrant
néanmoins au troisieme cycle (13%). De ce point de vue, Ye et al.”* suggérent une solution plus robuste
avec un charbon activé a I'acide phosphorique. Bien que les rendements soient plus modestes (14,7% a
partir de cellulose microcristalline), six cycles ont pu étre réalisés avec un rendement quasi-constant
(12,5% au 6° cycle). De plus, cette technique a été testée sur un petit pilote de laboratoire au lieu d’une
échelle analytique et sur des biomasses telles que le bois de peuplier ou de pin avec des rendements

intéressants, 7 et 7,8% respectivement.

La majorité des travaux de pyrolyse de la cellulose reportés dans la littérature sont réalisés sans solvant a
I’exception de ceux de Kawamoto et al.”® qui réalisent leurs réactions dans le sulfolane, un solvant a haut
point d’ébullition (285 °C). La pyrolyse est alors réalisée a une température inférieure a 280 °C. Le
meilleur rendement a été obtenu par pyrolyse a 200 °C sous 0.12 atm, pendant 6 min en présence de
0.1% d’acide sulfurique pour un rendement de 42 % par rapport a la cellulose. Cao et al.*** ont eux aussi
utilisé un milieu polaire aprotique, le THF, pour réaliser la conversion de la cellulose en LGO mais cette
fois sous pression de gaz inerte (Argon, 6.9 MPa) a 210 °C en présence d’acide sulfurique pour atteindre

51% de rendement. Les recherches de Kudo et al.®**’

ont porté sur l'utilisation de liquides ioniques,
servant a la fois de solvant et de catalyseur, pour favoriser la formation de Iévoglucosénone durant la
pyrolyse de la cellulose microcristalline. Le ([EMIM]p-CH;CsH,SO3) a montré une bonne activité mais une
faible recyclabilité contrairement au ([BMMIM]CF;SO;) (Figure 5). Dans un dernier article,?® les liquides

ioniques ont été supportés sur du charbon issu de la pyrolyse de la cellulose.

50,4
A O
N N
/N\< CFSO5  _ ,~/\
[BMMIMICF 5S04 [EMIM]p-CH3CgH4SO5

L’utilisation des micro-ondes a aussi été reportée en premier lieu par Sarotti et al.”® avec des rendements
modestes. D’autre part, De Bruyn et al.*® les ont utilisés dans une approche qui a pour particularité
d’avoir comme substrat de départ des lignines issues d’'une hydrolyse enzymatique visant a produire du
bioéthanol. L'objectif est de convertir les résidus saccharidiques en LGO et d’obtenir une lignine plus
pure, ce qui est réalisé avec une conversion d’environ 40 % des sucres résiduels en Iévoglucosénone. Il
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est aussi a noter qu’aucun catalyseur n’est ajouté, les résidus d’acide de I’'étape d’hydrolyse étant
suffisants pour induire le processus.

Malgré le grand nombre d’articles traitant de la production de LGO, peu de brevets®?*!

ont été déposés
et a notre connaissance, seul celui de Circa Group® a donné lieu a une réalisation industrielle. Le
procédé continu Furacell™ est une flash-pyrolyse réalisée en présence de sulfolane et d’acide
phosphorique vaporisés sur la matiere premiere, et des rendements d’une dizaine de pourcents sont

obtenus a partir de sciure de bois. Un schéma de son fonctionnement est représenté sur la Figure 6.%
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Bien avant la mise au point d’un procédé industrialisable, la LGO a intéressé les chercheurs. En effet, sa
structure chirale et bicyclique comportant trois fonctions chimiques (acétal, cétone et alcéne), en fait un
synthon de choix que ce soit pour des études fondamentales ou en vue d’applications variées.

Les réactions exploitant sa double liaison sont nombreuses que ce soient des additions dipolaires 1,3,
des réactions de Diels-Alder ou une simple réduction. Cette derniere transformation a donné naissance
au Cyréne™ utilisé comme solvant de substitution des solvants polaires aprotiques classiques® qui
présentent souvent une toxicité non négligeable. Le Cyréne™ peut étre obtenu par hydrogénation

3 D’autres dérivés de la

pallado-catalysée sous pression mais aussi par voie biotechnologique.
lévoglucosénone ont été testés comme solvants.®® Cependant, un solvant pour étre économiquement
viable doit étre produit en gros volume et a faible colit. Notre axe de départ étant de produire des
molécules a haute valeur ajoutée pour améliorer la stabilité économique de certaines filieres agro-

industrielles, nous allons explorer les applications a plus fortes valeurs ajoutées.

La chiralité de la LGO a inspiré une équipe de recherche argentine sous la direction de R. A. Spanevello et
A. G. Sudrez qui ont publié un grand nombre d’articles sur la synthese d’inducteurs, de ligands et
d’organo-catalyseurs a base de Iévoglucosénone (Figure 7). Ces travaux ont été résumés dans une revue
récente® consacrée a la lévoglucosénone a la fois dans les roles cités précédemment de promoteur de
chiralité et dans le réle de synthon chiral dans des synthéses énantiospécifiques.
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De part la présence d’un centre asymétrique sur la LGO, elle a souvent servi de synthon lors de synthéses

de molécules bioactives. Il est a noter un certain nombre d’applications dans le domaine médical avec la

37-42

synthese d’anti-tumoraux (Figure 8 en rouge) ou encore d’un dérivé anti-angiogénique® (Figure 5 en

violet). La littérature fait aussi état de molécules telles que des phéromones utiles dans le cadre du bio-
controle®
naturelle, la (-)-tétrodotoxine,

nombre d’autres molécules complexes, la |[évoglucosénone est envisagée comme un précurseur possible

(Figure 8 en bleu). L'équipe d’lsobe a longtemps travaillé sur la synthese d’une toxine

4748 (Figure 8 en vert) a partir de la lévoglucosénone. Pour un certain

notamment, récemment, pour I’cestrone® ou encore I'indinavir.>

La LGO obtenue a partir d’'un polysaccharide, la cellulose, a aussi été largement utilisée pour la synthése
de disaccharides. Ces applications sont regroupées dans une revue publiée par Sarotti et al. en 2012.>*

Enfin, la lévoglucosénone peut aussi servir a produire le (S)-y-hydroxyméthyl-a,B-buténolide, autre
synthon chiral aux multiples applications.
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Le (S)-y-hydroxyméthyl-a,B-buténolide (CAS n° 78508-96-0, (S)-5-hydroxyméthyl- HO 0
2(5H)-Furanone ou HBO) est connu depuis de nombreuses années et largement /\l;/EO

utilisé comme molécule plateforme pour la synthese de composés actifs. HBO

La littérature rapporte majoritairement quatre précurseurs pour la synthése de la HBO que sont |'acide
L-glutamique, la D-ribonolactone, le D-mannitol et la |évoglucosénone.

A partir des années 70, il est possible d’obtenir de la (S)-y-hydroxyméthyl-y-lactone, 2H-HBO, via une

52,53

synthése en deux étapes a partir de I'acide L-glutamique (Schéma 5). Trois étapes supplémentaires

sont ensuite nécessaires pour obtenir une forme protégée de la HBO : protection de la fonction alcool,

54-56

phénylsélénation et oxydation. Il faudrait une étape supplémentaire de déprotection pour obtenir la

HBO libre. Non seulement cette procédure est longue mais de plus, elle nécessite des réactifs toxiques.
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En 1981, Camps et al.>’ décrivent une synthése en deux étapes a partir de la D-ribonolactone : la
formation d’un orthoester sélectivement sur les diols vicinaux avec de I'orthoformate de triéthyle, suivie
d’une pyrolyse sous pression réduite pendant 12 h (Schéma 6). Le rendement global reporté est de 68%.
La méme synthése a été reprise par Magnus et Becker®® sur une échelle plus importante (0.1 mol) avec
pour résultat une diminution significative du rendement (48%). Cette synthese, bien qu’économe en
nombre d’étapes, présente un inconvénient majeur, la matiére premiére utilisée étant colteuse (D-
Vekemans et al.** et Shimarizu et Toste®

ribonolactone 34 €/g)*°. Cela n’a pas empéché Ireland et al.,*

de proposer également des voies de synthése de la HBO a partir de la D-ribonolactone (Schéma 6).
200 - 220 °C,

HOAEO):o
HC(OEt); — 53 mbar
07/ o

Camps et al. & R
HBO, 68%, 48%

Magnus et Becker

EtO
1) TrCl, Pyridine, 70 °C,

16 h 10 o
2) S=C(Im),, acétone, AL}:O Ni(Raney), acetone
Ireland et al. reflux, 3,5 h o __reflux, 1 nuit
o £z 0]
7]/0
S HBO-Tr, 48%
HO 0
O —
HOW =
D-Ribonol OtH HB, NaH30s. HCl,
-Ribonolactone AcOH R o iPrOH, MeOH
Vekemans etal| 2h t a. 072h, ta R'/\LO): 18h, ta /\E):
AcO" =~
Br
R'= OAc or Br HBO, 48%
CH3ReO3 (5 mol%)
3-pentanol, Ar HO 0}
Shimarizu et Toste 155°C,25h s
HBO, 69%
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Dans le cas des syntheses proposées a partir du D-mannitol, le produit de départ est nettement plus
abordable (58 €/kg),®* mais la synthése nécessite au minimum 4 étapes. Les premiers a avoir utilisé le D-
mannitol pour la synthése de la HBO semblent &tre Takano et al.** en 1986 avec un protocole en 6
étapes a partir du 1,2:5,6-di-O-isopropylidéne-D-mannitol. Hifele et Jager®™ en 1987 ont obtenu un
rendement de 39% a partir de I'acétonide en seulement 3 étapes. Diaz-Rodriguez et al.*® en 2009
rapportent un rendement global de 36% aprés une protection des diols-1,2 et -5,6 par un acétonide, une
coupure oxydante pour obtenir le D-glycéraldéhyde, suivie d’'une oléfination de Wittig et enfin d’une
déprotection en milieu acide (Schéma 7). Aucune de ces étapes ne peut étre qualifiée de verte a notre
sens car employant des réactifs toxiques (acétate de plomb), des quantités sur-stoechiométriques (excés
de phosphorane), générant des sous-produits en quantité importante (oxyde de triphényl-phosphine) ou
employant des solvants nocifs, notamment du dichlorométhane.

OH ok Pb(OAc)4 OX PhsPCHCO,Et X H,S0, cat

A/H/vom“ﬂ __MeOH _MeOH _ HO/\EO):O
o : 72-76% 74-87% 68% ~
6 OH \\g \\<=/C02Et

1,2:5,6-di-O- 1,2-O-isopropylidéne- HBO
isopropylidéne- D-glycéraldehyde

D-mannitol

Enfin, la synthése de la HBO a partir de la |évoglucosénone est réalisée en deux étapes via une oxydation
de Baeyer-Villiger suivie d’'une hydrolyse acide afin de convertir le formate de HBO, nommé FBO, en HBO
(Schéma 8). Koseki et al.®”®® décrivent I'utilisation de peracides que sont I'acide m-chloro-perbenzoique
et I'acide peracétique pour réaliser I'oxydation de Baeyer-Villiger tandis que Paris et al.*’ se servent de
complexes « métal-zéolites » pour réaliser cette étape. Ces deux méthodes donnent de trés bons
rendements (80-90%) mais présentent des inconvénients tels que la dangerosité, la génération de sous-
produits avec I'utilisation des peracides (acide m-chlorobenzoique) ou une toxicité élevée avec les
zéolites a I’étain (celles donnant les meilleurs résultats).

(0]
aoub HO o)
o2 ool o
= (0]

HBO <—S%Ud  ppo

Koseki's procedure: a) AcOOH, AcOH, Me,S, 48 h, t.a.
c) MeOH, HCI, 45 °C, 16 h

Paris' procedure: b) Metal-zeolite, 100 °C, 4 248 h
d) Amberlite-15, t.a.

Chavez et al. ont décrit, en 2013, la génération in situ de l'acide peracétique par une catalyse
enzymatique pour réaliser 'oxydation de Baeyer-Villiger sur des cétones cycliques (Schéma 9).”° Nous
nous sommes inspirés de ces travaux pour mettre en place la premiére synthese durable de la HBO a
partir de la LGO.
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Ces travaux sont le fruit d’un travail d’équipe au sein de I'URD ABI, auxquels ont participé Aurélien Péru,
Andreia Teixeira, Fanny Brunissen et Florent Allais. lls ont donné lieu a un brevet (WO 2015165957) et
deux publications :

- Chemo-enzymatic synthesis of key intermediates (S)-y-hydroxymethyl-a,B-butenolide and (S)-
y-hydroxymethyl-y-butyrolactone via lipase-mediated Baeyer-Villiger oxidation of
levoglucosenone A. L. Flourat, A. A. M. Péru, A. R. S. Teixeira, F. Brunissen, F. Allais* Green Chem.
2014, 17, 404-412.7

- Lipase-Catalyzed Baeyer-Villiger Oxidation of Cellulose-Derived Levoglucosenone into (S)-y-
hydroxymethyl-a,B-Butenolide: Optimization by Response Surface Methodology A. R. S.
Teixeira*, A. L. Flourat, A. A. M. Péru, F. Brunissen, F. Allais Frontiers in Chemistry 2016, 4, 16/1-
16/11.”

La premiére synthése chimio-enzymatique du (S)-y-hydroxyméthyl-a,B-buténolide a partir de
Iévoglucosénone a été réalisée dans I'acétate d’éthyle en présence d’une lipase, la Candida antarctica
lipase B ou CAL-B, sous sa forme supportée (Novozym 435) et de peroxyde d’hydrogéne suivant les
conditions proposées par Chavez et al.”’ Ce premier essai, en plus d’avoir été fructueux avec 80% de LGO
convertie en un mélange de HBO et de son formate, FBO, a permis de démontrer la faisabilité de cette
réaction dans les standards de la chimie verte : Faible température (40 °C), solvant et réactif non toxique,
matieres premiéres renouvelables, condition catalytique (Schéma 10). De plus, le suivi cinétique par
chromatographie liquide haute performance (HPLC) de la réaction a montré que celle-ci ne nécessitait
que 8 heures de réaction comparé aux 24 a 48 h nécessaires avec les cétones cycliques utilisées par

Chavez et al.”®

Cette différence de réactivité peut s’expliquer par la structure particuliere de la LGO. La
présence de I'acétal en alpha de la fonction cétone, enrichit électroniquement cette position par effet
mésomere et favorise ainsi la migration de ce carbone sur I'oxygéne du peroxyde.”® En effet, la réaction
de Baeyer-Villiger est un mécanisme concerté ou la migration du carbone vers I’oxygéne est facilitée par
le départ de I'acide acétique (Schéma 11). Les électrons de la liaison carbone-carbone sont attirés vers
I'oxygéne d’autant plus facilement que leur « départ » peut étre compensé.”* Cet effet est confirmé
lorsque la réaction est réalisée sur la forme hydrogénée de la LGO, le cyréne ou 2H-LGO, avec une

régiosélectivité totale du co6té de I'acétal.
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Novozym 435 (507 PLU.mmol™")
AcOEt ([LGQOJ=0,5 M)
H,0, 50% (1,2 équiv) O

0
0% 40°C,8h HO«EO/EO + H/U\O 0
Y = T

Pour obtenir le produit désiré avec un bon rendement, il est nécessaire d’hydrolyser I'intermédiaire
réactionnel qu’est le formate de HBO. Les méthodes proposées dans la littérature font intervenir des
conditions acides. Pour Koseki et al.,*” il s’agit d’une méthanolyse a chaud (45 °C) catalysée par I'acide
chlorhydrique alors que Paris et al.*’ utilisent une résine acide, '’Amberlite 15, dans le 1,4-dioxane a
température ambiante. Dans un premier temps, nous avons, pour des raisons de facilité de mise en

ceuvre au laboratoire, utilisé le procédé par méthanolyse de Koseki et al.’

Aprées développement d’une méthode HPLC, nous avons réalisé des cinétiques de réaction a différentes
températures pour évaluer I'importance de I'influence de ce parameétre sur la réaction (Figure 9). Trois
conditions ont été choisies. La premiere a été de conserver la température de la réaction initiale a 40 °C
comme point de référence. La deuxieme a été d’abaisser la réaction a température ambiante pour
estimer si un gain énergétique était possible. Enfin, la troisieme a été d’augmenter la température a 60
°C (la CAL-B étant connue pour sa bonne résistance thermique), pour voir si un gain de temps significatif
pouvait étre observé. Les cinétiques ont été réalisées sur 24 heures.
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Comme attendu, plus la réaction est menée a température élevée, plus la vitesse initiale de réaction est
importante. Cependant, bien que la vitesse initiale a 60 °C soit plus importante, elle ne permet pas
d’obtenir une conversion significativement supérieure aprés 8 h. A 24 h, la réaction semble méme moins
performante. Enfin, travailler a température ambiante limite la conversion a 80% aprés 24 h de réaction,
alors que cette valeur est atteinte en 7 h a 40 °C. Le gain énergétique est contrebalancé par la perte de
productivité.

Nous choisissons donc de rester a 40 °C, afin de contréler s’il est possible d’obtenir une conversion totale
de la LGO en augmentant le ratio enzyme/substrat, initialement de 464 PLU.mmol™ pour un rendement
apres méthanolyse et purification de 74%. Les résultats exprimés ici sont donc des rendements isolés en
HBO. En multipliant la charge enzymatique initiale par 1,5 ou 2, aucune amélioration sur le rendement
en HBO n’est observée (respectivement 72 et 75%), de méme qu’en utilisant une premiere charge
d’enzyme puis en ajoutant une seconde charge aprés 4 h de réaction (75%). Pour vérifier que nous ne
serions pas limités par la quantité d'H,0,, un essai avec 1,5 équivalents au lieu de 1,2 est réalisé, qui
aboutit a une légere perte de rendement (70%).

Par la suite, nous cherchons a évaluer I'impact de la concentration en LGO sur la réaction a une charge
enzymatique donnée (464 PLU.mmol™) et un ratio de peroxyde d’hydrogene fixe (1.2 équiv.) (Figure 10).
Une augmentation du rendement est constatée lorsque la concentration en LGO dans le milieu
augmente jusqu’a atteindre un plateau.
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A partir de ces nouvelles conditions ([LGO] = 0,75 M, 40 °C, 1,2 équiv. de H,0,), cette fois-ci des essais de
réduction de la charge enzymatique sont réalisés. Une perte de rendement de 10% est observée pour
une diminution de 50% de la charge en CAL-B initiale, cette valeur restant constante avec seulement 30%
d’enzyme. Il est donc possible de réduire significativement le colt du procédé moyennant un léger
compromis sur le rendement.

Il est connu que I'activité enzymatique est impactée par le pH du milieu
réactionnel. Etant en milieu organique, il est compliqué de déterminer
un pH mais nous savons qu’au cours de la réaction de I'acide acétique et
de I'acide formique sont générés et relargués dans le milieu. De telles
conditions acides peuvent mener a une dénaturation de la protéine
notamment par rupture des ponts disulfures assurant sa cohésion. Nous
avons donc souhaité suivre au cours du temps l'activité enzymatique

résiduelle afin d’évaluer les possibilités de recyclage de cette enzyme

supportée. Pour cela, une méthode de dosage de I'activité enzymatique

par GC-MS reposant sur la conversion de I'acide laurique en laurate de n-propyle a été mise en place. Le
graphique représenté ci-dessous (Figure 12) montre |'activité résiduelle de I'enzyme au cours de la
réaction. Il est aisé de constater que tres rapidement I’'enzyme perd de son activité ; environ %
d’efficacité est perdue apres 8 h et plus de 60% apres 16 h de réaction. Pour maintenir une activité
enzymatique permettant la recyclabilité de I'enzyme, nous avons envisagé de neutraliser les acides
formés.
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Des essais ont été menés en utilisant des sources d’oxydant contenant une base. Nous avons débuté
cette étude avec du percarbonate de sodium (2Na,CO;.3H,0,, CAS n°15630-89-4),”” malheureusement
les rendements obtenus n’ont pas excédé les 23%. L’hypothése que nous avons formulée est que I'ajout
d’eau nécessaire a 'activation du réactif perturbe le fonctionnement de la réaction. Nous nous sommes
alors tournés vers une source organique d’oxydant, I'adduit urée-peroxyde d’hydrogéne (CO(NH,),.H,0,,
CAS n°® 124-43-6). Ici encore, les rendements obtenus ont été décevants avec un maximum d’environ
50% en 4 h puis la décomposition partielle du produit désiré. Comme les nouvelles sources d’oxydant ne
se sont pas montrées efficaces, une tentative avec du peroxyde d’hydrogene en présence d’un tampon
phosphate aqueux a pH 7.2 a été menée. Encore une fois, le rendement apres hydrolyse et purification
n’a conduit qu’a 47% du produit désiré. Notre hypothese d’une déstabilisation du systéeme enzymatique
due a la présence d’eau se confirme et est appuyée par des données bibliographiques.”®”® Bien que I'eau
soit le solvant de choix pour la majorité des réactions biocatalytiques, elle peut provoquer dans certaines
conditions de milieu I'hydrolyse de certaines liaisons peptidiques, des désaminations ou encore la
transformation de résidus cystine entrainant une désactivation de I'enzyme. La conformation
hydrodynamique de I'enzyme est également influencée par le milieu et donc differe entre un milieu
aqueux et un milieu organique. De plus, la polarité du milieu peut influencer la solubilité et la stabilité
des autres constituants de la réaction. Enfin, dans la réaction considérée ici, nous utilisons une lipase
dans un réle de transfert d’oxydation, la présence d’eau en grande quantité pouvant interférer dans
I’orientation de I’activité enzymatique désirée.

Pour s’affranchir d’un ajout d’eau trop massif, nous avons par la suite étudié la possibilité de réaliser
cette réaction en présence de tampons solides. Pour cela, trois couples acide et base conjugués (sous

forme de sel de sodium) ont été choisis dans la gamme de pH optimale décrite pour I'enzyme (Figure
13):
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- MOPS (acide 4-morpholinepropanesulfonique), pKa = 7,2
- TAPS (acide N-[tris(hydroxyméthyl)-méthyl]-3-aminopropanesulfonique), pKa = 8,4
- CAPSO (acide 3-(cyclohexylamino)-2-hydroxy-1-propanesulfonique), pKa = 9,6

0 OH
4
(\N/\/\S OH 0 O\ ,/O
/7 \OH HO\S[/\/\ /7 N S
N S. >
o © H & OH H/m
MOPS TAPS CAPSO

Le suivi cinétique des réactions menées avec ces tampons solides a été réalisé (Figure 14). Les conditions
expérimentales retenues étaient les suivantes : [LGO] = 0,75 mol.L™, 169 PLU.mmol™ de Novozym® 435,
1,2 équivalent de H,0,, 40 °C et 20 mg.mL™ de la forme basique et de la forme acide du tampon solide
considéré. Les résultats sont reportés sur le graphique représenté ci-dessous. Ce dernier montre une
réduction trés significative du temps nécessaire pour atteindre une conversion maximale de 8 a 2
heures. De plus, la conversion maximale enregistrée avec le MOPS est équivalente a celle obtenue sans
tampon alors qu’avec le TAPS et le CAPSO, 90% de conversion sont atteints. Cependant, il est a noter
gu’alors que ces deux derniers restent sous forme de poudre en suspension dans le milieu, le MOPS
forme un gel au fond du réacteur, son efficacité pouvant en étre réduite. De surcroit, ce gel apporte une
géne a la mobilité des billes sur lesquelles est supportée la CAL-B, pouvant réduire lactivité
enzymatique. L'augmentation de la cinétique de réaction peut s’expliquer par un changement de
mécanisme pour I’oxydation de Baeyer-Villiger, dii aux conditions basiques. Le mécanisme généralement
proposé (Schéma 11) fait intervenir une catalyse acide, initiée par I’acidité intrinséque de la solution de
peroxyde d’hydrogéne, cependant la réaction peut étre réalisée en milieu basique comme décrit dans le
Schéma 12.
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Aprés ces études rapides pour évaluer les différents paramétres pouvant influencer la réaction, qui
s’intéressaient a une variable a la fois (One variable on time — OVAT), nous avons désiré considérer les
synergies possibles entre certains de ces parameétres en utilisant la méthodologie des plans
d’expériences.

Pour aller plus loin et mieux comprendre I'impact de ces tampons solides sur la réaction, un plan
d’expériences s’intéressant a trois variables, que sont le pH via le pKa des tampons solides utilisés (MOPS
7,2, TAPS 8,4 et CAPSO 9,6), la charge en enzyme (55 & 285 PLU.mmol™?) variant de 2 & 10% en masse par
rapport au substrat et la concentration en LGO (0,5 & 1,0 mol.L™"), a été réalisé mesurant deux réponses :
le pourcentage de conversion de la LGO et 'activité enzymatique résiduelle (Figure 15).

Nous avons choisi un design de type cubique faces centrées (CCF, cubic centered faced) complet pour
réaliser ce plan d’expériences car il permet d’évaluer des corrélations entre les différentes variables et
donc d’avoir une meilleure robustesse du modele statistique généré. Pour générer la matrice et traiter
les données, nous avons utilisé le logiciel Modde de Umetrics AB (v10.1).

285

® 8 sommets [LGO] Charge
enzymatigque
6 centres des faces ¥ 4

@ 3 fois le point central
- Y / 1.0 55

=

9.6 pKa

17 expériences 05 7.2

Nous avons par ailleurs choisi de fixer certains parameétres, suite aux expériences réalisées
précédemment. La température sera pour toutes les expériences fixée a 40 °C afin d’assurer une bonne
conversion sans risque de détérioration de I'enzyme ou du substrat. Le temps de réaction sera de 2
heures, ce qui correspond au plateau cinétique observé avec les tampons solides et permet de limiter le
temps de contact entre I’enzyme et les inhibiteurs du milieu. Enfin, la quantité de peroxyde d’hydrogéne
sera maintenue a 1,2 équivalent par rapport au substrat.
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La matrice présente ainsi 17 expériences a réaliser pour mener a bien ce plan d’expériences, dont 3
points centraux pour tester la reproductibilité de la régression polynomiale obtenue (Figure 15). Chaque
expérience est réalisée en duplicata afin d’affiner la précision du modele. Au total, 34 expériences sont
planifiées suivant la matrice présentée ci-dessous.

1/18 MOPS (7,2) 55 0,5 57,4/68,0 88,5/82,0
2/19 CAPSO (9,6) 55 0,5 79,9/79,7 63,6°/37,6
3/20 MOPS (7,2) 285 0,5 81,3/87,0 85,3/81,0
4/21 CAPSO (9,6) 285 0,5 87,5/90,8 52,7/57,3
5/22 MOPS (7,2) 55 1,0 74,8/74,5 70,3/76,9
6/23 CAPSO (9,6) 55 1,0 47,3/63,9 60,2/60,7
7/24 MOPS (7,2) 285 1,0 81,5/91,6 51,2/44,8
8/25 CAPSO (9,6) 285 1,0 87,2/90,4 69,2/52,4°
9/26 MOPS (7,2) 170 0,75 84,4/87,2 72,4/73,4
10/27 CAPSO (9,6) 170 0,75 90,0/88,9 68,9/67,0
11/28 TAPS (8,4) 55 0,75 73,9/82,0 73,1/63,1
12/29 TAPS (8,4) 285 0,75 67,8°/91,3 74,8/50,6
13/30 TAPS (8,4) 170 0,5 86,6/87,6 61,8/61,1
14/31 TAPS (8,4) 170 1,0 88,4/89,5 12,6°/67,5
15/32 TAPS (8,4) 170 0,75 87,9/90,2 65,7/68,5
16/33 TAPS (8,4) 170 0,75 93,8/90,3 74,9/74,1
17/34 TAPS (8,4) 170 0,75 92,4/89,9 76,8/75,8

? Les expériences sont conduites dans un ordre aléatoire ® Point aberrant : le point observé est trop distant des autres résultats.
Ces points sont exclus du modéle.

De facon a éviter les biais de manipulations, les expériences ont été réalisées de facon aléatoire et non
conduites les unes aprés les autres dans I'ordre proposé par la matrice. Les résultats obtenus pour les
deux parametres étudiés sont reportés dans le tableau 1. A I'issue de la réalisation de ce plan, quatre
valeurs sont jugées aberrantes et exclues du calcul du modéle statistique. Pour affiner le modéle
(Tableau 2), nous réalisons en duplicata deux expériences supplémentaires dans des zones « chaudes »
en matiére de conversion et d’activité résiduelle de I'enzyme. Suite au probléeme rencontré avec le
MOPS, une expérience est également conduite avec de I'HEPES (acide N-(2-hydroxyéthyl)pipérazine-N-
(2-éthanesulfonique) et son sel conjugué, ce qui fixe le pH a 7,5.
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35/36 MOPS (7,2) 152 0,70 78,0/80,8 78,2/79,4
37/38 CAPSO (9,6) 80 0,94 72,5/73,6 70,0/71,6
39 HEPES (7,5) 120 0,65 79,7 76,5

Pour obtenir une régression polynomiale fiable, il est important que la distribution des réponses se
répartisse de fagcon gaussienne. Pour cela, il peut étre nécessaire d’appliquer une transformation au
modele de type logarithmique ou exponentielle. Ici les deux réponses sont transformées selon un
logarithme négatif pour assurer cette distribution normalisée des réponses. Les équations du modele
seront donc du type suivant (Equation 1) :

(Equation 1) —1log(100—Y) = B0+ Blx1+ B2x2 + B3x3 + Pf11x1? + p22x2%+ 33x3% +
B12x1x2 + [13x1x3 + [23x2x3

ou:

- Y est soit la conversion de la LGO (Y1), soit I'activité résiduelle de I'enzyme (Y2)

- Les valeurs prises par les variables centrées et réduites sont x1 (le pH), x2 (le ratio
enzyme/substrat) et x3 (la concentration en LGO).

- BO est une constante et les Bij correspondent aux coefficients des termes simples, carrés et
guadratiques du modéle.

Ces coefficients B sont calculés a I'aide du logiciel Modde ainsi qu’un indice de leur signification (p-value)
si cet indice est inférieur a 0,05, alors le coefficient considéré comme significatif sera par conséquent pris
en compte. Inversement, si cette valeur est supérieure a 0,05, alors le terme ne sera pas considéré
(Tableaux 3 et 4).

Constante 0,992 0,029 3,62x10 0,061
X1 0,050 0,020 0,020 0,041

X, 0,201 0,022 6,08x10™%° 0,045

X3 0,004 0,021 0,841 0,043
XXXy -0,125 0,039 3,59x10° 0,081
XXXz -0,119 0,044 0,011 0,089
X3XX3 0,057 0,039 0,165 0,081
XXX, 0,020 0,024 0,417 0,049
X1XX3 -0,082 0,024 1,74x10° 0,048

X, XXs 0,028 0,024 0,24 0,049

Les valeurs p-value significatives (< 0,05) sont identifiées en gras
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Constante -1,48 0,029 2,49x1078 0,060

X1 -0,090 0,020 1,73x10™ 0,043
X -0,032 0,022 0,158 0,046
X3 -0,039 0,022 0,090 0,046
X1XXq 0,035 0,069 0,377 0,080
XoXXs -0,011 0,043 0,790 0,088
XsXXs -0,040 0,042 0,343 0,086
X1XX, 0,059 0,025 0,025 0,051
X1XXs 0,123 0,024 2,67x10° 0,050
X2XXs -0,027 0,025 0,284 0,051

Les valeurs p-value significatives (< 0,05) sont identifiées en gras

Les équations suivantes modélisent la conversion (Equation 2) et l'activité enzymatique résiduelle
(Equation 3)

(Equation2) —log(100 — Y1) = —0.992 + 0.050x1 + 0.201x2 — 0.125x1% — 0.119x2% — 0.082x1x3
(Equation3) —log(100 — Y2) = —1.48 — 0.090x1 + 0.059x1x2 + 0.123 x1x3

Pour s’assurer que ces équations représentent bien la réaction, certains indicateurs donnés par le logiciel
Modde sont a prendre en compte, dont l'analyse de la variance (ANOVA). Le coefficient de
détermination, R?, doit étre supérieur a 0,5 pour étre considéré valable et s’approcher au maximum de 1
pour assurer la bonne régression du modele a partir des données acquises lors du plan d’expériences.
Nous enregistrons des valeurs de R? égales a 0,828 et 0,674 respectivement pour la conversion et
I’activité résiduelle. Ensuite le coefficient de validation croisée, Q2, qui assure la bonne prédictibilité du
modele doit lui aussi étre supérieur a 0,5. Dans le cas présent, il est de 0,733 et 0,50 pour nos réponses
Y1 et Y2 respectivement. Enfin le modéle doit étre significatif, deux indicateurs mesurant cela: la
régression polynomiale est évaluée par la p-value (<0.05) et enfin le lack of fit (>0.05) qui indique si les
écarts expérimentaux sont du méme ordre de grandeur que ceux obtenus avec le modéle. Dans notre
cas, ces deux indicateurs sont atteints quelle que soit la réponse considérée. Les modeles statistiques
générés sont donc considérés comme valides et peuvent étre interprétés. Nous ne nous dispenserons
toutefois pas de réaliser une validation externe aux optima calculés par le logiciel Modde. Pour
I'interprétation, I'utilisation des valeurs centrées réduites est précieuse, le signe des coefficients
indiquant si il y a un effet bénéfique sur I'observable, lorsqu’il est positif, ou au contraire néfaste lorsque
celui-ci est négatif. La figure 16 permet de se rendre compte que les facteurs qui sont positifs pour
I'amélioration de la conversion — augmentation du pH (pKa) et du ratio d’enzyme (Enz) — sont
défavorables a la conservation de I'activité enzymatique de méme que l'augmentation de la
concentration en LGO (LGO). Inversement le terme quadratique montrant I'interaction entre le pKa et la
concentration en substrat (pKa*LGO) est négatif a la conversion mais fortement positif pour I’activité
enzymatique résiduelle.
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Figure 15 : Coefficient des variables centrées réduites pour le modéle de la conversion de la LGO (a gauche) et le modeéle de
I'activité enzymatique résiduelle (a droite)
Il apparait des lors qu’un compromis entre les deux valeurs sera a trouver. Cela est confirmé par
I’observation de la représentation de type carte de chaleur des réponses étudiées (Figure 17). Cette

représentation est permise par I'approche méthodologique des surfaces de réponses (RSM, response
surface methodology).”
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Figure 16 : Surfaces de réponses obtenues pour la conversion de la LGO (haut) et pour I’activité enzymatique résiduelle (bas)

Dans ce cas précis, il est tres intéressant d’avoir cette approche par plan d’expériences car des
contraintes sur les réponses observées peuvent également étre appliquées pour trouver le compromis
désiré. Nous avons décidé de chercher une zone ol une valeur de 80% de chaque réponse puisse étre
atteinte. La représentation graphique représentée ci-dessous, nous montre que cet objectif est
accessible sur une zone réduite de I'espace considéré par notre plan d’expériences. En effet, la zone
verte montre ol les deux criteres peuvent étre réalisés simultanément, les zones bleues avec un seul des
deux critéres et pour les zones blanches aucun (Figure 18). Il faudra donc se positionner a un pH faible, a
des concentrations réduites en LGO (<0.57 mol.L™) et a un ratio enzyme/substrat compris entre 115 et
190 PLU.mmol™.
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Figure 17 : Représentation en 4D du « point doux » ou « sweet spot », dans la zone verte les deux critéres sont remplis, dans
les zones bleues un seul des deux critéres est atteint et aucun dans les zones blanches

Bien que cette zone soit réduite, elle représente encore un grand nombre de possibilités expérimentales.
Encore une fois, nous nous sommes appuyés sur les capacités prédictives du modeéle pour trouver les
points répondant a un minimum de 80% pour chaque réponse mais en prenant aussi en compte des
contraintes expérimentales et économiques. Ces derniéres consistent a rechercher des points ou il est
possible de limiter la quantité d’enzyme utilisée tout en conservant des chances d’atteindre nos objectifs
a 98 et 99% mais a un pH fixe de 7,5 (Figure 19). Ce dernier point représente notre contrainte
expérimentale. En effet, comme évoqué précédemment, le MOPS forme un gel qui empéche sa
réutilisation ultérieure et peut piéger des billes d’enzyme. Pour la suite de nos travaux, nous avons donc
remplacé le MOPS par le HEPES (acide N-(2-hydroxyéthyl)pipérazine-N-(2-éthanesulfonique), un autre
tampon solide dont le pKa de 7,5 reste proche de la neutralité et qui dans les conditions de réaction est
resté sous forme de poudre en suspension.

Pour valider le modele de fagon expérimentale ou par validation externe, nous réalisons les expériences
correspondant aux trois points générés par la simulation (Figure 19). Le point A est identifié comme
I’optimum par I'algorithme d’optimisation non linéaire exploitant le concept de simplexe et développé
par Nelder-Mead, ce avec un risque d’échec inférieur a 2% sur les deux réponses pour les conditions
minimales demandées de 80%. Le point B est le point nécessitant le moins d’enzyme également, avec le
méme risque d’échec. Enfin le point C est le point ol le modéle prédit que les deux conditions minimales
seront remplies avec un risque d’échec minimum. Les résultats sont reportés dans le tableau 5.
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inférieur a 1% alors que la zone rouge indique un risque supérieur a 2%

Tableau 5 : Validation expérimentale sur trois points optimaux du modeéle

Variables Réponses estimées Réponses expérimentales
X1 (pka) X; (PLU.mmol™)  x; (M) Y, Y, Y, Y,
A HEPES (7,5) 194 0,50 83,614,1 80,613,4 79,5 80,4
B HEPES (7,5) 113 0,75 82,9+2,5 76,1+2,8 84,0 74,3
C HEPES (7,5) 227 0,75 89,5+4,5  71,6%3,5 94,0 69,4

Pour les trois expériences, les résultats obtenus sont en adéquation avec ceux prédits par le modele. Le
modele est donc parfaitement utilisable.

Suite a ces résultats, les recyclages de I'enzyme et du tampon solide ont pu étre étudiés. Ces deux
éléments ont été simplement récupérés du milieu réactionnel précédent par filtration et, aprées un
lavage a I'acétate d’éthyle, réintroduits pour un cycle supplémentaire d’oxydation.

Recyclage de I'enzyme et du tampon solide

Nous avons considéré que sur les trois points testés comme optima de réaction, les deux derniers (B et
C) utilisant moins de solvant se révelent les plus pertinents dans une optique de chimie durable. Les
essais de recyclage ont donc été effectués dans les conditions reportées pour ces deux points et
comparés aux résultats obtenus sans tampon solide apres 8 heures de réaction. Le tableau 6 met en
évidence que sans tampon solide, la conversion au premier cycle est moindre et que le recyclage est
impossible (entrées 1 et 2). Dans les conditions demandant le minimum d’enzyme (B), deux cycles
peuvent étre réalisés en conservant une conversion équivalente, cette derniere chutant fortement au-
dela du deuxieme cycle, ce qui s’explique par la forte diminution de l'activité enzymatique entre le
deuxiéme et le troisieme cycle (entrées 3 a 6). Enfin en doublant la quantité d’enzyme (C), les
conversions augmentent légerement pour les deux premiers cycles (94 et 91%) et permettent d’obtenir
une conversion moyenne au 3™ cycle avec 43% pour 46% d’activité enzymatique initiale (entrées 7 3 9).
Un quatrieme cycle est possible pour finir d’épuiser I'enzyme, cependant avec seulement 29% de
conversion (entrée 10). Le fait de tamponner le milieu induit bien un effet bénéfique sur I'activité
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enzymatique, ce qui permet un recyclage sur 2 a 4 cycles de I’'enzyme en fonction de sa quantité initiale.
Cependant, si au-dela des considérations scientifiques, le prisme économique est pris en compte, le colt
des tampons solides associé a celui d’une enzyme supportée n’est pas viable industriellement.

1 - 113 1* 8 65 100
2 - 113 2" 8 6 9

3 HEPES 113 1* 2 84 100
4 HEPES 113 2" 2 81 96
5 HEPES 113 3eme 2 16 19
6 HEPES 113 4°me 2 17 19
7 HEPES 227 1% 2 94 100
8 HEPES 227 2°me 2 91 97
9 HEPES 227 3eme 2 43 46
10 HEPES 227 4°me 2 29 31

? Pourcentage relatif calculé par rapport a I'activité enzymatique du premier cycle.

Nous avons souhaité, afin d’intégrer des contraintes économiques, réaliser la réaction avec la méme
enzyme, Candida antarctica lipase B, mais sous sa forme libre en solution vendue sous le nom de
lipozyme. Cette version libre de I'enzyme est dix fois moins colteuse que sa forme supportée. Nous ne
cherchions donc pas a recycler I'enzyme et I'emploi des tampons solides coliteux a donc été également
abandonné. Le premier essai a été réalisé dans les conditions suivantes : 103 PLU.mmol™, 40 °C, 24
heures, [LGO] = 0,75 mol.L?, 1 équiv. de H,0,. Le résultat de cette manipulation montre que I'enzyme
libre est capable elle aussi de supporter les conditions opératoires avec un rendement mesuré par HPLC
de 90%, sans purification. Guillaume Bonneau sous la supervision d’Aurélien Péru, a conduit par la suite,
une étude de I'impact de la quantité d’enzyme et de la concentration en LGO sur le rendement. Les
principaux enseignements en sont les suivants :

- Unrendement trés similaire a celui du test initial a été obtenu avec seulement 52 PLU.mmol™.
- Il n’est pas possible d’augmenter la concentration du milieu sans affecter significativement le
rendement.

Durant ce projet, nous nous sommes plusieurs fois intéressés a I’hydrolyse du formate pour trouver des
conditions plus vertes et économiquement plus pertinentes que celles proposées dans la littérature.
Cette partie a également été principalement menée par Guillaume Bonneau et Aurélien Péru.

Ne souhaitant pas utiliser le 1,4-dioxane, identifié comme a «fort risque » du fait de la possible
génération de peroxydes,®*®
du milieu par filtration et qui peut étre régénérée et donc recyclée, nous avons testé I’Amberlite 15-H

séche (« dry ») et I’Amberlite 15-H humide (« wet ») avec I’éthanol comme solvant. Ce dernier est non

mais conserver la résine qui présente I’avantage d’étre facilement éliminée

seulement bio-sourcé mais aussi faiblement toxique, ce qui rend son usage habituel en milieu industriel.
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A température ambiante, le temps de réaction s’est avéré plus long qu’avec le 1,4-dioxane pour
atteindre I’hydrolyse compléte. Avec un chauffage modéré (50 °C), il est possible de réduire ce temps a 2
h. Pour réduire la quantité de solvant utilisé, la réaction d’hydrolyse est réalisée a une concentration de
2 mol.L™". La résine humide ne permet d’obtenir que 50% de rendement aprés purification alors que la
résine seche permet d’obtenir un résultat de 71% de rendement. Les nouvelles conditions d’hydrolyse
sont donc les suivantes : Amberlite seche, 50 °C, 2 h.

Ces travaux sont le fruit d’un travail d’équipe au sein de 'URD ABI auxquels j’ai participé avec Guillaume
Bonneau, Aurélien Péru et Florent Allais. Ils ont fait I'objet d’'un brevet (WO 2018007764) et d’une
publication :

- Organic solvent- and catalyst-free Baeyer Villiger oxidation of levoglucosenone and
dihydrolevoglucosenone (Cyrene): a sustainable route to (S)-y-hydroxymethyl-a,B-butenolide
and (S)-y-hydroxymethyl-y-butyrolactone G. Bonneau, A. A. M. Péru, A. L. Flourat and F. Allais*
Green Chem. 2018, 20, 2455-2458.%

Nous avions, lors de I’étude de biocatalyse, réalisé des contréles sans enzyme qui avaient montré que le
peroxyde d’hydrogene seul dans I'acétate d’éthyle conduisait a des conversions trés faibles. Toutefois la
possibilité de réaliser I'oxydation de Baeyer-Villiger avec uniqguement du H,0, qui génere comme seul
sous-produit de I'eau est tres séduisante. La structure particuliere de la LGO avec la présence de la
fonction acétal en a de la cétone lui confére une réactivité accrue. Nous avons donc décidé de réaliser
une expérience en mettant directement la LGO en contact avec du peroxyde d’hydrogene a 30%
massique dans I'eau sans dilution par un solvant organique. La conversion a été suivie par HPLC,
démontrant non seulement que la réaction progressait rapidement mais également que le formate était
converti rapidement en HBO (83% en 8 h). Comme précédemment, sans ajout de base, le mécanisme
d’oxydation de Baeyer-Villiger passe par une catalyse acide due a I’acidité intrinseque de la solution de
peroxyde d’hydrogéne. Sans dilution du milieu, cette acidité est suffisante pour réaliser également
I’hydrolyse du formate (Schéma 13).
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Cette premiére réaction effectuée avec un léger excés de H,0, (1,1 équivalent) a 50 °C, nous avons
décidé d’étudier I'impact de I'augmentation de la quantité de H,0, dans le milieu réactionnel afin de
déterminer s’il était possible d’atteindre un rendement de 100% en HBO sans étape supplémentaire
d’hydrolyse (Figure 20). Le suivi de ces réactions a été réalisé sur 24 heures avec des équivalences en
H,0, de 1,08 ; 1,47 ; 2,45 et 4,9. A partir de 2,45 équivalents de H,0,, il a été possible de compléter la
réaction au bout de 24 h. Plus la quantité d’H,0, initialement introduite est forte, plus la vitesse initiale
de la réaction est élevée, cependant pour toutes les réactions réalisées sur cette étude, plus de 90% du
rendement total est obtenu en moins de 8 h. Le gain de temps obtenu par un ajout massif de H,0, ne
semble pas pertinent, d’autant qu’il implique une plus grande quantité de bisulfite nécessaire a la
neutralisation de I'excés de peroxyde d’hydrogene et donc plus de déchets a traiter in fine. Pour éviter
I'usage de sel de neutralisation, la littérature décrit qu’un chauffage a 90 °C peut permettre de dégrader
I’H,0, résiduel. Dans notre cas, malgré une diminution de la quantité d’H,0, présente en fin de réaction,
cette technique n’a pas permis de I'éliminer totalement. La premiéere réaction ayant donné de bons
résultats (83 % de rendement avec un léger exces de H,0,), nous avons désiré tester ce qu’il adviendrait
pour une réaction avec un tres léger défaut en H,0,.
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La réaction a été réalisée toujours a 50 °C mais avec seulement 0.98 équivalent de H,0,. Bien que la
cinétique soit plus lente et que seulement 74% de rendement ait été atteint en 8h, cette réaction
présente I'avantage de ne nécessiter aucun traitement de la réaction avant I'étape de purification. Dans
I'optique d’un passage a I’échelle industrielle, il nous a paru plus pertinent de limiter le nombre
d’opérations unitaires et la production de déchets liés au procédé, quitte a établir un compromis sur le
rendement. Nous avons transposé cette réaction a plus grande échelle afin de s’assurer de la robustesse
des résultats obtenus. Cette transposition n’a pas révélé d’'impact sur le rendement, en revanche elle a
permis de constater I'exothermicité de la réaction. En effet, I'H,0, par précaution est ajouté a
température ambiante au goutte a goutte avant de démarrer le chauffage de la réaction. Nous avons pu
constater une augmentation certaine de la température entre le début et la fin de I'ajout. Ce point a été
pris en compte lors du passage a I’échelle du kilogramme de la réaction. En aménageant la durée de
I’ajout du peroxyde d’hydrogene, il est possible de limiter ce caractere exothermique et de rester sous
les 50 °C.

Par la suite, le dérivé hydrogéné de la LGO, 2H-LGO ou Cyrene®, a été utilisé comme substrat pour la
réaction afin de produire de la 2H-HBO. L'oxydation de Baeyer-Villiger a bien eu lieu avec une sélectivité
totale comme précédemment observée lors de la biocatalyse, les rendements obtenus étant également
similaires. Cependant la montée en température de la réaction lors de I'ajout de H,0, s’est produite
beaucoup plus soudainement et rapidement qu’avec la LGO. Afin de limiter les risques liés a cette forte
exothermicité, diluer le milieu afin de dissiper la chaleur générée dans un plus grand volume, nous a
semblé le meilleur parti. En effet, la LGO comme le Cyrene® étant solubles dans I’eau, une dilution était
aisée sans avoir recours a un solvant organique. Les essais réalisés avec une masse d’eau équivalente a la
masse de substrat initiale ont montré que I’exothermicité pouvait étre contenue sans affecter le
rendement. Cette procédure a donc été généralisée pour la production de HBO. Pour compléter le
procédé, une technique de purification adaptée a l'industrialisation devait étre explorée.
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Précédemment, les rendements donnés apreés purification I’étaient apres une étape de chromatographie
flash. Cette technique trés pratique a I'échelle du laboratoire, n’est envisageable a I’échelle industrielle
que pour des applications avec des milieux complexes ou la silice et les solvants peuvent étre recyclés,
car utilisés en grande quantité. Ici, le milieu peut étre qualifié de simple car comprenant seulement
quatre éléments : le produit désiré, I'hydrate de la HBO, le formate résiduel et de I'eau. Malgré le haut
point d’ébullition de la HBO (334 °C a pression atmosphérique),® la distillation semble la meilleure
approche, les masses molaires et les solubilités étant trop proches pour envisager une séparation par
membrane ou par extraction.

L’eau peut facilement étre éliminée par une distillation classique sous vide. Le brut réactionnel ainsi
obtenu a fait I'objet, au laboratoire, d’une distillation sous vide a trajet court afin de confirmer la
faisabilité d’une telle séparation. Les résultats trés satisfaisants obtenus avec un distillat composé
uniquement de HBO et les lourds contenant majoritairement I’hydrate de HBO, sous-produit de la
réaction, nous avons sollicité la société ARD pour réaliser des essais sur leur distillateur couche mince
(Figure 21).

L’ensemble du dispositif évolue sous un vide de 1,4 mbars. Le brut réactionnel est chauffé vers 50 °C
dans la cuve d’approvisionnement et introduit progressivement dans le corps de chauffe par une pompe
péristaltique (1,5 a 2,5 mL.min™). Le corps de chauffe est muni d’une pale qui permet d’étaler une fine
couche de produit le long de la paroi, c’est pourquoi cette technique est appelée distillation couche
mince ou encore distillation moléculaire. Il est chauffé a une température de 155 °C a 160 °C. Les
molécules volatiles dans ces conditions sont entrainées vers le condenseur (0 °C) alors que les « lourds »
sont récupérés dans un ballon situé sous le corps de chauffe. Cette technique semi-continue peut
permettre de distiller de grandes quantités de produit en fonction de la cuve d’alimentation et des
réceptacles choisis.

Dans le cas de nos produits, sur les bruts obtenus a I'issue des expériences a I’échelle du kilogramme, des
rendements de 71 et 72% ont été enregistrés pour la HBO et la 2H-HBO avec une pureté de 96%. Les
impuretés correspondent a I’hydrate dans le cas de la conversion de la LGO en HBO alors qu’il s’agit d’un
reste de formate dans le cas de la 2H-HBO.
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Figure 20 : Exemple d’un montage de distillation sur couche mince

Matériel et méthodes

La (-)-lévoglucosénone a été offerte par Circa Group (Knoxfield Victoria, Australie). La Novozym® 435
(CAL-B, lot no. SLBF9301 V, 9600 PLU g™), le peroxyde d’hydrogéne (50% m/m), le peroxyde
d’hydrogene-urée, le palladium sur charbon (10%), le MOPS, le sel de sodium de MOPS, le TAPS, le sel de
sodium de TAPS, le CAPSO, le sel de sodium de CAPSO, le HEPES, le sel de sodium de HEPES, I'acide
laurique, le 1-propanol et 'acide chlorhydrique concentré (36% m/m), la résine Amberlite-15 ont été
achetés chez Sigma-Aldrich. L'acétate d’éthyle, le cyclohexane, le méthanol, I’'éthanol, I’hexane et
I’acétonitrile ont été achetés chez Thermofisher Scientific. De I'eau ultra-pure (MilliQ, 18.2 megaOhms,
25 °C) a été employée pour les analyses HPLC. Les analyses GC-MS ont été réalisées avec GC5975 couplé
a MS7890 (Agilent) en impact électronique a 70 eV. Les analyses HPLC ont été réalisées sur une Ultimate
3000 (Thermofisher) équipée d’un DAD. Les incubations ont été menées dans un incubateur orbital
minishaker (VWR). Les spectres FTIR et UV-visible ont été enregistrés respectivement sur un Cary630 et
un Cary60 (Agilent). Les spectres RMN ont été enregistrés a 300 MHz pour les *H et 75 MHz pour les *C
sur un Fourier 300 (Bruker) et calibrés sur le pic de chloroforme résiduel (6-'H = 7,26 ppm et 8-C =
77.16 ppm). Les pouvoirs rotatoires sont mesurés sur un polarimeétre 241 Perkin Elmer.
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Synthese de la (S)-5-(Hydroxyméthyl)furan-2(5H)-one (HBO)

Oxydation de Baeyer-Villiger

Les oxydations de Baeyer-Villiger par une lipase ont été réalisées avec entre 250 mg et 10 g de (-)-
Iévoglucosénone. La (-)-lévoglucosénone (LGO, 1 équiv.) a été dissoute dans de I'acétate d’éthyle (C =
0,5-1 M). Quand spécifié, un tampon solide, sous sa forme acide et son sel sodique (20 mg.L™ de chaque)
sont ajoutés. Une quantité catalytique de CAL-B, puis le peroxyde d’hydrogéne (1.2 équiv. 50% m/m)
sont ajoutés a la réaction. Le milieu est incubé (20—60 °C) pendant 2 a 24 heures sous agitation (250
rpm). La CAL-B est retirée du milieu par filtration et lavée a I'acétate d’éthyle (10 mL). Le filtrat et
I’acétate d’éthyle de lavage sont réunis et le milieu est concentré.

Méthanolyse

Le brut réactionnel précédent est repris dans le méthanol (C = 0,1 M par rapport a la LGO initiale). HCI
conc. (12 équiv.) est ajouté a température ambiante, puis la réaction est chauffée a 45 °C pendant une
nuit.

Hydrolyse a 'Amberlite-15

Le brut réactionnel précédent est repris dans le 1,4-dioxane (C = 3 M par rapport a la LGO initiale). La
résine Amberlite-15 (420 mg.mmol ™' de LGO) est ajoutée et le milieu réactionnel est agité a température
ambiante pendant 8 h. La résine Amberlite-15 est éliminée par filtration.

Purification
Le brut réactionnel est concentré, puis purifié par chromatographie flash sur gel de silice (75 a 100 %
d’acétate d’éthyle dans le cyclohexane) pour obtenir de la HBO pure sous forme d’une huile incolore.

Rf = 0,24 (20/80 cyclohexane-acétate d’éthyle), spot marron clair ; FT-IR (pur) : 3423 (OH), 1728 (C=0),
1329, 1162, 1050 cm™ ; UV (EtOH) : 221 nm ; [al°-112,0 (c 0,01, CHCls) ; [reporté -114,5 (c 0,1, CHCl5)]
'H RMN (CDCls, 300 MHz): & 3,25 (s, 1H, He), 3,79 (dd, 1H, J = 12 et 3.6 Hz, Hs,), 3,99 (d, 1H, J = 12 Hz,
Hss), 5,17 (m, 1H, Ha), 6,20 (dd, 1H, J = 5,7 et 1,8 Hz, H,), 7,53 (dd, 1H, J = 5,7 et 1,5 Hz, H3) ppm ; **C RMN
(CDCl5, 75 MHz): 6 62,2 (C1), 84,3 (CJ), 122,8 (C,), 154,0 (C3), 173,5 (C1) ppm. HRMS: m/z [M + H]* calculé
CsHe03: 115,0395, trouvé: 115,0396.

Synthése de la (5R)-6,8-Dioxabicyclo[3.2.1]octan-4-one (2H-LGO)

10% Pd/C (10% m/m, 500 mg) sont ajoutés sous atmosphére inerte (N,) a une solution de (-)-
Iévoglucosénone LGO (5 g, 39,7 mmol) dans de I'acétate d’éthyle (50 mL, C = 0,8 M) a température
ambiante. Le milieu réactionnel est vivement agité sous un courant d’hydrogéne jusqu’a compléte
conversion du substrat, puis il est filtré sur Celite®. Le filtrat est concentré. Le brut réactionnel est purifié
par chromatographie flash (10 a 60% d’acétate d’éthyle dans le cyclohexane) pour obtenir la 2H-LGO
pure sous forme d’une huile incolore (4,4 g, 87%).

Rf = 0,64 (20/80 cyclohexane—acétate d’éthyle), spot violet ; FT-IR (pur) : 2965, 1739 (C=0), 1418, 1285,
1108 cm™ ; UV (EtOH) : 308, 211 nm ; [at]0” -253.6 (c 0,01, CHCl5) ; *H RMN (CDCls, 300 MHz) : § 2,02 (m,
lHI H3b)l 2134 (ml ZH, H2b+ H3a)l 2162 (ml lHI HZa)l 4100 (ml ZH, HSa + H4)l 4170 (ml 1HI HSb)l 5110 (SI 1HI HG)

36



ppm ; 3C RMN (CDCls, 75 MHz): & 29,9 (Cs), 31,1 (C,), 67,5 (Cs), 73,1 (Ca), 101,5 (Cs), 200,3 (Cy) ; HRMS:
m/z [M + H]" calculé CgHsO3: 129,0552, trouvé: 129,0553.

Synthese de la (S)-5-(Hydroxyméthyl)dihydrofuran-2(3H)-one (2H-HBO)

A partir de la (S)-5-(hydroxyméthyl)furan-2(5H)-one (HBO).

10% Pd/C (10% m/m, 140 mg) sont ajoutés sous atmospheére inerte (N,) a une solution de HBO (1,4 g,
12,3 mmol) dans de 'acétate d’éthyle (15 mL, C = 0,8 M) a température ambiante. Le milieu réactionnel
est vivement agité sous un courant d’hydrogéne jusqu’a compléte conversion du substrat, puis il est filtré
sur Celite®. Le filtrat est concentré. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie flash (100%
acétate d’éthyle) pour obtenir la 2H-HBO pure sous forme d’une huile incolore (1,30 g, 90%).

A partir de la (5R)-6,8-dioxabicyclo[3.2.1]octan-4-one (2H-LGO).

2H-LGO (500 mg, 1 équiv.) est dissoute dans de I'acétate d’éthyle (C = 0,75 M). La CAL-B (50 mg, 10%
m/m), puis le peroxyde d’hydrogéne a 50% (1.2 équiv.) sont ajoutés. Le milieu réactionnel est incubé a
40 °C sous agitation (250 rpm) jusqu’a consommation compléte du substrat. En fin de réaction, la CAL-B
est récupérée par filtration et lavée avec de I'acétate d’éthyle (10 mL). Le filtrat et I’acétate d’éthyle de
lavage sont réunis et le milieu est concentré puis hydrolysé comme décrit ci-dessus et enfin purifié par
chromatographie flash (100% acétate d’éthyle) pour obtenir la 2H-HBO pure sous forme d’une huile
incolore (353 mg, 78%).

Rf = 0,27 (20/80 cyclohexane—acétate d’éthyle), spot noir ; FT-IR (pur) : 3420 (OH), 2938, 1752 (C=0),
1353, 1181 cm™* ; UV (EtOH) : 207 nm ; [atlae® +52,9 (c 0,01, CHCls) ; [(reporté +55,2 (c 0,1, CHCl3)] ; *H-
RMN (CDCls, 300 MHz) : & 2,20 (m, 2H, Hs), 2,61 (m, 3H, H, + He), 3,66 (dd, 1H, J = 12,6 et 4,5 Hz, Hs,),
3,92 (dd, 1H, J = 12,6 et 2,7 Hz, Hsy), 4,64 (m, 1H, Ha) ppm ; *C-RMN (CDCls, 75 MHz): 5C 23,1 (C,), 28,7
(Cs), 64,1 (Cs), 80,8 (C4), 177,7 (C1) ppm; HRMS : m/z [M + Na]" calculé CsHgNaOs: 139,0371 ; trouvé
139,0379.

Détermination de I'activité enzymatique résiduelle

En fin de réaction, la CAL-B est récupérée par filtration, lavée avec AcOEt (10 mL) puis avec de I'hexane
(10 mL), séchée a I'’étuve 1 h a 40 °C puis placée au dessicateur sous vide toute la nuit. Une solution
équimolaire d’acide laurique et de 1-propanol contenant 3% d’eau est préparée et stockée a 60 °C. Les
analyses sont réalisées en triplicat. 14 mg d’enzyme sont pesés dans un vial et conservés a 60 °C. Aprés 1
h, 5 g de la solution d’acide laurique sont ajoutés a I'enzyme. Le milieu est incubé sous une agitation de
400 rpm a 60 °C pendant 15 min. Des échantillons de 2 pL sont prélevés, introduits dans un vial
compatible GC-MS, pesés, dilués avec 1 mL d’hexane sec. La conversion de I'acide laurique en laurate de
propyle est déterminée par GC-MS (méthode ci-dessous).

Une unité d’enzyme (1 PLU) = 1 umol de laurate de propyle formé par gramme d’enzyme et par minute a
60 °C. La conversion de I'acide laurique est mesurée par GC-MS.

1 pL d’échantillon est injecté en mode split (40 :1) a 280 °C sur une colonne capillaire HP5-MS (Agilent,
30 m x 0,25 mm, 0,25 um) avec le gradient de température suivant: 60 °C pendant 1 min, puis 20
°C.min™ jusqu’a 325 °C maintenu pendant 5 min, puis sous un flux d’hydrogéne de 1,2 mL.min™
L’analyse en masse est réalisée avec une source a 230 °C et le quad a 150 °C. Une courbe de calibration
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de I'acide laurique est réalisée a chaque fois dans I'hexane (0,2 — 4,5 mg.mL"). Les temps de rétention
pour I'acide laurique et le laurate de propyle sont de 7,22 et 7,92 min, respectivement.

Suivi cinétique par HPLC

10 pL de milieu réactionnel sont dilués dans 1,5 mL d’acétonitrile qualité HPLC.

10 uL d’échantillon sont injectés sur une colonne Syncronis aQ (250x4.6 mm, 5 um, Thermoscientific)
avec un débit de phase mobile de 0,8 mL.min™ 3 30 °C. Le gradient suivant eau MilliQ/acétonitrile est
appliqué : 85/15 de 0 a 5 min, de 85/15 a 90/10 de 5 a 10 min, 90/10 de 10 a 15 min puis 90/10 a 85/15
de 15 a 16 min. Le chromatogramme est enregistré a 220 nm. Le pic de LGO est identifié et quantifié
grace a une solution standard dans I'acétonitrile qui a servi a réaliser la courbe de calibration. Les temps
de rétention pour la HBO, le FBO et la LGO sont de 3,73, 3,87 et 8,40 min, respectivement.

Plan d’expériences et analyse statistique

Le design du plan d’expériences choisi est cubique faces centrées a 3 facteurs et 3 niveaux. Ce design
permet d’obtenir des corrélations entre les termes quadratiques et ainsi d’augmenter légerement
I'intervalle de confiance. Le temps (2 h) et la température (40 °C) sont des parameétres fixes. Les variables
indépendantes (X)) sont présentées dans le tableau 7, avec leur intervalle respectif et leur
correspondance codée (x;), c'est-a-dire la valeur centrée réduite (équation 1).

Xi=(X;—Xo)/X; oui=1,2,3, .., k (équation 1)

-1 0 +1
pKa du tampon solide MOPS (7.2) TAPS (8.4) CAPSO (9.6)
Charge enzymatique 55 170 285
(PLU.mmol™)
Concentration en LGO (M) 0.5 0.75 1

La matrice du plan d’expériences est présentée dans le tableau 8 ainsi que les réponses obtenues pour la
conversion de la LGO (Y,) et I'activité enzymatique résiduelle (Y,) et ce pour les 17 expériences et leur
réplicat. Les expériences ont été conduites dans un ordre aléatoire. Des expériences supplémentaires
ont été réalisées pour affiner le modeéle et incluses a I'analyse statistique.

Afin d’exprimer la relation entre réponse et variables, une équation polynomiale du second ordre est
utilisée. Sa forme est la suivante :

3 3 2 3
Yi= B0+ z Bhixi + z Bliixi® + Z Z Blijxixj
i=1 i=1 i=1 j=i+1
ol Yi représente la réponse i (conversion de la LGO et activité résiduelle de I'enzyme), xi sont les
variables indépendantes centrées réduites, B0 est une constante et Bki, Bkii et Bkij sont respectivement
les coefficients linéaires, quadratiques et d’interactions.

Le logiciel Modde v10.1 (Umetrics AB, Suede) est utilisé pour générer le design CCF, analyser les données
expérimentales, déterminer les coefficients significatifs du modéle et établir I’équation de modélisation
ainsi que fournir les informations statistiques (R2, Q?, reproductibilité, validité) nécessaires pour valider
la cohérence du modele.
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X1 Xz X3 Yl YZ

1/18 MOPS (7,2) 55 0,5 57,4/68,0 88,5/82,0
2/19 CAPSO (9,6) 55 0,5 79,9/79,7 63,6°/37,6
3/20 MOPS (7,2) 285 0,5 81,3/87,0 85,3/81,0
4/21 CAPSO (9,6) 285 0,5 87,5/90,8 52,7/57,3
5/22 MOPS (7,2) 55 1,0 74,8/74,5 70,3/76,9
6/23 CAPSO (9,6) 55 1,0 47,3/63,9 60,2/60,7
7/24 MOPS (7,2) 285 1,0 81,5/91,6 51,2/44,8
8/25 CAPSO (9,6) 285 1,0 87,2/90,4 69,2/52,4°
9/26 MOPS (7,2) 170 0,75 84,4/87,2 72,4/73,4
10/27 CAPSO (9,6) 170 0,75 90,0/88,9 68,9/67,0
11/28 TAPS (8,4) 55 0,75 73,9/82,0 73,1/63,1
12/29 TAPS (8,4) 285 0,75 67,8°/91,3 74,8/50,6
13/30 TAPS (8,4) 170 0,5 86,6/87,6 61,8/61,1
14/31 TAPS (8,4) 170 1,0 88,4/89,5 12,6°/67,5
15/32 TAPS (8,4) 170 0,75 87,9/90,2 65,7/68,5
16/33 TAPS (8,4) 170 0,75 93,8/90,3 74,9/74,1
17/34 TAPS (8,4) 170 0,75 92,4/89,9 76,8/75,8
Essais additionnels
35/36 MOPS (7,2) 152 0,70 78,0/80,8 78,2/79,4
37/38 CAPSO (9,6) 80 0,94 72,5/73,6 70,0/71,6
39 HEPES (7,5) 120 0,65 79,7 76,5

? Expériences conduites dans un ordre aléatoire
b . . -~
Outlier: point aberrant, exclu de I'analyse statistique.

Oxydation de Baeyer-Villiger sans enzyme et sans solvant

Le peroxyde d’hydrogéne a 30% m/m dans I'eau (0.98 équiv.) est additionné goutte a goutte (3,5 h) a
une solution de LGO (1,25 kg) et d’eau (1 L) dans un réacteur de 5 L agité a 2 °C. Une fois I'ajout terminé,
le réacteur est porté a 50 °C pendant la nuit et maintenu a 50 °C pendant 8h. Le brut réactionnel est
concentré sous vide pour éliminer I'eau et I'acide formique.

Distillation couche mince

8.8 kg de brut réactionnel ont été distillés a 160 °C a une pression variant de 1,4 a 2,5 mbar(s) et un débit
de 1,5 mL.min soit une durée totale de 57 h. 4,8 kg de HBO pure ont été récupérés pour 3,9 kg de lourd.
Un deuxiéme passage de 300 g de lourd a montré que 20 g de HBO pouvaient étre récupérés.
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Nous avons désiré quantifier le gain en termes de durabilité des procédés proposés pour la conversion
de la LGO en HBO vis-a-vis des deux méthodes décrites dans la littérature (Tableau 9). Pour cela, nous
avons calculé deux indicateurs : I’Ecoscale décrit par Van Aken et al.,® qui s’intéresse au codt écologique
de la réaction, et I'’économie d’atomes ou intensité massique du procédé (PMI, process mass intensity)
qui regarde I'efficacité dans I'utilisation des atomes et donc la création de déchets.

Koseki et al. 1990 15,9 50,5°
Paris et al. 2013" 32,4° 55,5°
Flourat et al. 2014 22,7¢ 63/45,5°
Bonneau et al. 2018 1,96 75/68,5°

% La procédure reportée ne décrit pas le traitement ni la purification de la réaction
La préparation du catalyseur n’est pas prise en compte dans le calcul
° Du fait de leur recyclabilité, ’Amberlite 15-IR et le catalyseur ne sont pas pris en compte
9 Le calcul est effectué sur la base d’une procédure avec deux cycles, pour un rendement global de 67%. La procédure
d’hydrolyse incluant de I'’Amberlite comme précédemment, la masse d’Amberlite n’a pas été considérée
€ Avec/sans étape de purification

1) permet d’avoir

Il est facile de constater que la méthode sans solvant ni catalyseur (Bonneau et a
I'intensité massique la plus faible, c'est-a-dire le moins de déchets avec un ratio entre la masse totale de
I’ensemble des flux entrants (excepté I'eau) et la masse finale du produit désiré inférieur a 2, alors que
les trois autres techniques donnent un résultat supérieur a 15. L’économie d’atomes est donc
substantielle. Nous avons voulu croiser cette information avec un autre indicateur, I'Ecoscale, qui ne
prend pas en compte les déchets générés mais accorde des malus pour [|'utilisation de composés
toxiques ou I'utilisation de technologies énergivores. Le principe de I'Ecoscale est de partir d’'une note de
100 et d’enlever des points en fonction du rendement, de la nécessité de chauffer ou de refroidir la
réaction, du temps de réaction, de la toxicité et du prix des réactifs utilisés, des contraintes opératoires
(boites a gant, atmosphére inerte...) et de la demande énergétique du traitement et de la purification. Du
coup, un Ecoscale haut signifie que peu de points ont été perdus et implique donc une bonne éco-
compatibilité du procédé. Encore une fois la technique sans solvant ni catalyseur (faisant intervenir une
distillation moléculaire pour la purification finale) obtient le meilleur score, méme comparé aux
procédures de Koseki et al. et Paris et al., ou le traitement et la purification n’ont pas pu étre pris en
compte. La perte principale de points pour ce procédé est due au rendement. Comme discuté
précédemment, nous avons préféré privilégier la sécurité en utilisant un léger défaut en peroxyde
d’hydrogene ce qui ne nous permet pas d’atteindre une conversion totale mais nous assure |'absence de
ce composé en fin de manipulation.

Nous avons donc réussi a développer une voie d’acces durable vers les molécules plateformes a fort
potentiel que sont la HBO et la 2H-HBO, en une seule étape a partir d’un réactif bio-sourcé.
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La HBO comme la 2H-HBO, (S)-y-hydroxyméthyl-y-butyrolactone (CAS n°32780-06-6), sont utilisées
comme molécules plateformes pour la synthese d’un grand nombre de composés. La présence du centre
stéréogene permet I'obtention de produits finaux énantiopurs. Les fonctions alcool et lactone donnent
accés a un panel important de réactions. De plus, pour la HBO, la polarisation de la double liaison permet
une régiosélectivité importante dans le cas d’additions nucléophiles (Schéma 14).

Induction chirale

Protection
Elimination | Réduction
Oxydation ">« ¥ ,~" Ouverture
HO(Sg* O » .
: ~ o \\
Pie A O—
o o ' HO ]
Addition de Michael | OH
Photoaddition o =
- Diels-Alder
“" Cycloaddition 1,3-dipolaire
HO 1) Y/ . p
o !
R v
HO o]
(0]
RM R
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Ce dernier aspect a été étudié par différents groupes de recherches pour les additions de Michael, les
réactions de Diels-Alder, les cycloadditions 1,3-dipolaires ainsi que la photoaddition. Une revue détaillée
des différentes sélectivités rencontrées a été publiée durant cette thése :

- (S)-y-hydroxymethyl-a,B-butenolide (aka HBO), a Valuable Chiral Synthon: Syntheses,
Reactivity and Applications Amandine L. Flourat, Arnaud Haudrechy, Florent Allais et Jean-
Hugues Renault Organic Process Research & Development 2019 10.1021/acs.oprd.9b00468.

Pour résumer, les réactions de Diels-Alder observées ont toujours montré une sélectivité totale
diastéréofaciale anti. Alors que les réactions de Michael, les cycloadditions 1,3-dipolaires et les
photoadditions sont régiosélectives du fait de la polarisation de la liaison et bien que souvent
accompagnées d’une sélectivité faciale anti, celles-ci ne sont que rarement totalement sélectives.
Toutefois, cette sélectivité faciale peut étre exacerbée, notamment par le choix d’un groupe protecteur
encombrant sur I'alcool. Les conditions opératoires jouent aussi un role non négligeable dans certains
cas.

Pour la HBO, nous avons également, dans cette revue, listé de maniere exhaustive les applications
répertoriées dans la littérature. Le premier usage qui ressort est la synthése de composés de type
nucléoside notamment dans le cadre de la lutte contre le VIH. La HBO a aussi été utilisée pour la
synthése totale de molécules naturelles d’intéréts (Schéma 15), tels que des phéromones, des
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fragrances, des anti-leucémiques ou encore des anti-nutritifs. A partir de la HBO, une autre molécule

plateforme peut étre obtenue, la y-hydrométhyl-y-butyrolactone ou 2H-HBO.

HO O
HOH (0]
HO -) Umbélactone HO bH
HO /\E/E Ribonolactone

(-)-Ranuncullne

Stoechospermol \
HOZC\_/\r

Amdes cis- \
Chrysanthémiques

N

W\

(+)-Eldanolide //

(+)- Grandlsol

/

B—éantaléne (Zr/\)j
“, =

epi-f—Santaléne

(+)-trans-Bursérane

La 2H-HBO (CAS n° 32780-06-6), comme nous I'avons vu, peut étre obtenue par

Ho/\EO):O simple hydrogénation pallado-catalysée a partir de la HBO ou par oxydation de la
LGO préalablement réduite en Cyrene®. Ce synthon de choix a été utilisé dans de

2H-HBO nombreuses synthéses (plus de 200 références recensées en tant que réactifs en
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chimie de syntheése), particulierement dans la conception de voies de synthése de composés a visée
thérapeutique. Un chapitre lui a été consacré dans un ouvrage intitulé « Encyclopedia of Reagents for
Organic Synthesis ».2* Comme le montre le Schéma 16, une dizaine de brevets récents utilisent la 2H-
HBO pour la production d’antiviraux,®’” d’anti-thrombotiques,®® d’anticancéreux,®® de traitements
contre la schizophrénie® et de divers inhibiteurs pour des récepteurs impliqués dans les maladies auto-

immunes, inflammatoires et métaboliques.®*®*

o
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Cependant les applications de la 2H-HBO ne se limitent pas aux molécules a visée thérapeutique. Elle a

95-98 d/

été utilisée récemment pour la synthése de divers produits naturels, un antifongique® et de

polymeres. 1?03

Enfin, une autre famille de molécules plateformes peut étre obtenue a partir de la 2H-HBO, en
I'occurrence celle des époxydes possédant un centre asymétrique. Parmi ceux accessibles, nous avons
synthétisé le (S)-3-(oxiran-2-yl)propanoate de méthyle (CAS n° 85428-31-5) et le (S)-3-(oxiran-2-
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yl)propanoate d’éthyle (CAS n° 128969-94-8)."* Récemment,
ces composés utilisés en tant que précurseurs ont été

retrouvés dans la synthése de macrolides tels que la bis-

désoxylophotoxine,'® une neurotoxine, la Streptorubine B,'*

107

un antibiotique et le (-)-Stagonolide D, un herbicide, ou de

lactones telles que la Diplobifuranylone B,'%

et des Neonectrolides,'® ainsi que des anticancéreux
potentiels (Schéma 17). Pour des applications médicales,

Montagnat et al."*°

une phytotoxine

ont synthétisé des composés pouvant

mimer des peptides alors que Stockton et al.*™

OVA)J\O/

(S)-3-(oxiran-2-yl)propanoate de méthyle

0\7/\)J\0/\

(S)-3-(oxiran-2-yl)propanoate d'éthyle

ont synthétisé des cyclopropanes agonistes de

récepteurs GABA. dont le (-)-TAMP (Schéma 17). Ces époxydes ont également servi a la synthése de

phéromones de scarabée et de mouche des tiges, le 4-dodécanolide et le (R,Z)-9-octadécén-4-olide
112,113

respectivement (Schéma 17).
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Composés peptidomimétiques

Pour notre part, nous nous en sommes servis pour synthétiser un
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Dans le cadre de la valorisation de la LGO, nous nous sommes intéressés a une nC-H
5M11

molécule a trés forte valeur ajoutée, la dairy lactone (CAS n°63357-98-2). Cet N
arébme qui, selon la dilution, peut exprimer un go(t de beurre ou apporter une O o

note de péche, est utilisé en parfumerie et dans I'industrie agroalimentaire.
Actuellement, la dairy lactone est produite par voie biotechnologique (50 kg/an), |(S)-Dairy lactone

ce qui présente deux inconvénients majeurs: (1) la dairy lactone est obtenue

sous forme racémique or la forme (R) altére les qualités organoleptiques en apportant un arriére-goQt
rance ; (2) la purification de la molécule en fin de procédé étant complexe, le prix se trouve fortement
impacté avec un prix reporté de 10000 €/g. Ces deux aspects limitent |'utilisation de cet arébme
notamment pour des applications agroalimentaires.

L'ensemble des molécules plateformes évoqués ci-avant (HBO, 2H-HBO, (S)-3-(oxiran-2-yl)propanoates
de méthyle ou d’éthyle) sont mises en ceuvre lors de cette synthése.

Ce travail de synthése, mené en collaboration avec la startup australienne CIRCA group et le laboratoire
dirigé par Ben Greatrex de l'université australienne de New England, a donné lieu a un brevet
(WO 2016162646) et une publication :

- Chemo-Enzymatic Synthesis of Chiral Epoxides Ethyl and Methyl (S)-3-(Oxiran-2-yl)propanoates
from Renewable Levoglucosenone: An Access to enantiopure (S)-Dairy Lactone. Aurélien A. M.
Péru, Amandine L. Flourat, Christian Gunawan, Warwick Raverty, Martyn Jevric, Ben W.
Greatrex,* and Florent Allais* Molecules, 2016, 21, 988.

La premiere étape de cette synthese totale est bien évidemment la conversion de la LGO en 2H-HBO via
soit le Cyrene?®, soit la HBO selon que I'hydrogénation est réalisée avant ou aprés I'oxydation de Baeyer-
Villiger. La conversion de la fonction alcool est ensuite réalisée pour le transformer en meilleur groupe
partant, soit par mésylation (62%), soit par tosylation (84%). La lactone activée va pouvoir subir une
ouverture nucléophile qui générera les époxydes chiraux, les (5)-3-(Oxiran-2-yl)propanoates de méthyle
et d’éthyle, nouvelles molécules plateformes obtenues a partir de la LGO. Pour cette étape, des
alcoolates de sodium sont utilisés. Le méthanolate de sodium conduit a un excellent rendement a partir
du tosylate (97%), alors qu’a partir du mésylate, le rendement est plutot médiocre (42%) pour ce type de
réaction. L'instabilité du mésylate est trés probablement responsable de ce faible rendement. Avec
I’éthanolate de sodium, la méme tendance est observée bien que moins marquée avec 96% de
rendement a partir du tosylate et tout de méme 86% a partir du mésylate. L'éthanolate de sodium
présente donc le double avantage de pouvoir travailler dans I'éthanol, solvant peu toxique
comparativement au méthanol, et de conduire a de trés bons rendements. Pour maximiser le rendement
et étre le plus éco-compatible possible, il est donc préférable de choisir la combinaison tosylate et
éthanolate de sodium, I'économie d’atomes que pourrait représenter 'utilisation du mésylate étant
perdue du fait de rendements plus faibles. Les deux époxydes chiraux sont donc obtenus a partir de la
2H-HBO en deux étapes avec un rendement supérieur a 80% et en 4 étapes a partir de la LGO avec un
rendement de pres de 60%. Ces étapes sont résumées dans le schéma 18.
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NaOMe, MeOH

MsCl ou TsCl, ou o
HO/\EO\/: pyridine R10NEO): NaOEt, EtOH Q\(VCOZRz o CO4R,
o————~ 0" -/
COR;
2H-HBO 2H-HBO-Ms (R = Ms) 62% (S)-Epox-Me (R; = Me)
2H-HBO-Ts (R, = Ts) 84% 42% a partir de 2H-HBO-Ms

97% a partir de 2H-HBO-Ts
(S)-Epox-Et (R, = Et)
86% a partir de 2H-HBO-Ms
96% a partir de 2H-HBO-Ts

Pour obtenir la (S)-dairy lactone, deux voies de synthese chimique sont décrites dans la littérature. La
premiére décrite par Habel et al. valorise comme produit de départ un glycidyl alcéne énantiopur.™*
Trois étapes sont nécessaires pour arriver a la molécule cible avec un rendement global de 74%, une
alcynylation, une coupure oxydante et une syn-hydrogénation (Schéma 19). La deuxiéme étape faisant
intervenir du tétraoxyde d’osmium, composé hautement toxique méme a tres faible quantité,
I'utilisation de cette voie a des fins agroalimentaires ne parait pas envisageable.

La deuxiéme procédure a été décrite par Shin et al. a partir du (S)-3-(Oxiran-2-yl)propanoate de
méthyle.'”> L’addition d’un cuprate d’ordre supérieur permet d’obtenir la (S)-dairy lactone en une seule
étape a partir de I'époxyde chiral avec un trés bon rendement (84%). Cependant, il faut prendre en
considération la formation de ce cuprate qui fait intervenir du cyanure de cuivre, ce qui représente un
risque certain pour le manipulateur.

Nous avons donc choisi d’explorer une route en trois étapes: alcynylation, lactonisation et syn-
hydrogénation (Schéma 19). Pour I'alcynylation, I’heptynure de lithium est formé par action du n-butyl-
lithium sur le 1-heptyne en présence de BF;.étherate, I'addition sur I'époxyde étant totalement
régiosélective sur le carbone le moins encombré. Les y-hydroxyesters ainsi formés sont engagés, sans
purification intermédiaire, dans un traitement a l'acide para-toluéne sulfonique pour réaliser la
lactonisation. Enfin, la syn-hydrogénation permettant d’obtenir la double liaison en configuration Z est
catalysée au palladium de Lindlar dans I'acétate d’éthyle. La (S)-Dairy lactone est obtenue aprés une
étape de purification sur gel de silice.

CsHi1 1) OsOy, oxone, DMF, t.a.
Hept-1-yne, n-BulLi \\ 2) H,, Catalyseur de Lindlar,

/ BF; OEt,, THF, -78 °C OH hexane, t.a.
Q 87%, ee > 99% B 85%, ee > 99% J

CeHu ', n-BuLi, Et,0, -60 °C, 20 min CsHa
o CO,Me CuCN, de -78 °C a -45 °C, 30 min ™ o
\>—/7 84% o
Hept-1-yne, n-BulLi COzR o O Hy, catalyseur
BF3 OEt,, THF, de Lindlar,
?>_/’COzR -78°C HO p-TsOH, DCM AcOEt, t.a.
45%R=Me // 94%, ee> 99%
75% R = Et
7 sH14
CsH14
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La (-)-lévoglucosénone a été fournie gracieusement par Circa group. Le Novozym® 435 (N435, CAL-B) a
été acheté chez Univar. Les autres réactifs ont été achetés auprés de Sigma-Aldrich et utilisés tels quels.
Les solvants ont été achetés auprés de Thermofisher Scientific. Les solvants ont été séchés sur mBraun
SPS 800 si nécessaire. Le CDCl; a été acheté chez Euriso-top. Les évaporations ont été conduites sous
pression réduite a moins de 40 °C. Les purifications sur gel de silice ont été conduites sur un Puriflash
4100, Interchim, équipé de colonnes pré-packées PF-30SI-HP (silice 30 um). Les analyses IR ont été
conduites sur un cary 630 FTIR d’Agilent Technologies. Les pouvoirs rotatoires spécifiques ont été
déterminés apres mesure de la déviation optique sur un polarimétre ADP410, Bellingham and Stanley.
Les analyses RMN ont été réalisées sur un Fourier 300 de chez Bruker. Les spectres 'H sont enregistrés a
300 MHz dans le CDCl; et calibrés sur le pic de solvant résiduel (&6 = 7,26 ppm). Les spectres **C sont
enregistrés a 75 MHz dans le CDCl; et calibrés sur le pic de solvant résiduel (6 = 77,16 ppm).

Synthese de la (S)-y-méthanesulfonyloxyméthyl-y-butyrolactone, ZH-HBO-Ms

Sous azote, la 2H-HBO (5,0 g, 43,5 mmol) et le chlorure de méthane sulfonyle (5,0 mL, 64,7 mmol, 1,5
équiv.) sont dissous dans le dichlorométhane sec (22 mL) et la pyridine (8,7 mL), puis le milieu est agité a
température ambiante pendant 3 h. Le brut réactionnel est dilué avec 200 mL de DCM, lavé par deux fois
avec une solution d’acide chlorhydrique diluée (3 M, 100 mL), puis deux fois avec une solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium (100 mL) et enfin avec de la saumure (100 mL). La phase organique est
séchée sur MgS0O, anhydre, filtrée et concentrée. Le produit brut est trituré dans I’éther diéthylique (40
mL), essoré et séché. 5,2 g de 2H-HBO-Ms sont récupérés (62%) sous forme de poudre beige.

Point de fusion : 46.5 °C; [a],"” +30.6° (c 0,10, CHCls) ; [reporté +33.7° (c 1, CHCI5)];**® FT-IR (pur) : 3012,
2936, 1758 (C=0), 1338, 1157 cm™; *H-RMN (CDCls, 300 MHz) : § 2,12 (m, 1H, H-3a), 2,36 (m, 1H, H-3b),
2,56 (m, 2H, H-2), 3,05 (s, 3H, H-6), 4,26 (m, 1H, H-5a), 4,42 (m, 1H, H-5b), 4,75 (m, 1H, H-4) ; *C-RMN
(CDCls, 75 MHz) : 6 23,4 (C-3), 28,0 (C-2), 37,7 (C-6), 70,0 (C-5), 76,8 (C-4), 176,3 (C-1).

Syntheése de la (S)-y-toluénesulfonyloxyméthyl-y-butyrolactone, ZH-HBO-Ts

Sous azote, la 2H-HBO (2,5 g, 21,5 mmol) et le chlorure de p-toluéne sulfonyle (6,16 g, 32,3 mmol, 1,5
équiv.) sont dissous dans le dichlorométhane sec (10 mL) et la pyridine (4,3 mL), puis agité a température
ambiante pendant 9 h. Le brut réactionnel est dilué avec 100 mL de DCM, lavé par deux fois avec une
solution d’acide chlorhydrique diluée (3 M, 50 mL), puis deux fois avec une solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium (50 mL) et enfin avec de la saumure (50 mL). La phase organique est
séchée sur MgS0O, anhydre, filtrée et concentrée. Le produit brut est trituré dans I'éther diéthylique (40
mL), essoré et séché. 3,88 g de 2H-HBO-Ts sont récupérés (84%) sous forme de poudre beige.

Point de fusion : 83,3 °C; [a]*% +47.9° (c 0,11, CHCl,); [reporté +44.5° (c 0,95, CHCl5)] ;**” UV (CDCl3) Amax
237,263, 274 nm ; FT-IR (pur) : 2961, 1765 (C=0), 1595 (C=Carom), 1448 (C=Carom), 1364, 1169 cm%; *H-
RMN (CDCls, 300 MHz) : 6 2,25 (m, 2H, H-3), 2,45 (s, 3H, H-10), 2,55 (m, 2H, H-2), 4,16 (m, 2H, H-5), 4,68
(m, 1H, H-4), 7,36 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-8), 7,78 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-7) ; **C-RMN (CDCl;, 75 MHz) : 6 21,8
(C-10), 23,7 (C-2), 28,0 (C-3), 70,1 (t, C-5), 76,5 (d, C-4), 128,1 (C-7), 130,2 (C-8), 132,3 (C-9), 145,6 (C-6),
176,2 (C-1).
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Synthése du (S)-3-(Oxiran-2-yl)propanoate de méthyle et du (S)-3-(Oxiran-2-yl)propanoate d’éthyle
Sous azote, le 2H-HBO-Ts (2,0 g, 7,37 mmol) ou le 2H-HBO-Ms (1,4 g, 7,37 mmol) sont dissous soit dans
le méthanol soit dans I’éthanol (10 mL) et le méthoxyde ou I’éthoxyde de sodium est ajouté (1.1 équiv.).
Le milieu réactionnel est agité pendant 3h a température ambiante. Le milieu est concentré et repris
dans de I'eau (10 mL). Le produit est extrait par deux fois a I’éther diéthylique (15 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, lavées a la saumure (20 mL), séchées sur MgSO, anhydre, filtrées et
concentrées.

Le (S)-3-(Oxiran-2-yl)propanoate de méthyle est récupéré (0.93 g, 97% a partir de 2H-HBO-Ts) sous
forme d’une huile orange. Le produit peut-étre distillé sous pression réduite, conduisant a une huile
incolore.

[a)*’s -17.0° (c 0.11, CHCIs) ; [reporté -17.9° (c 7.4, CHCI3)] ;**” FT-IR (pur) : 2952, 1731 (C=0), 1437, 1360,
1256, 1172 cm™; *H-RMN (CDCls, 300 MHz) : & 1,78 (m, 1H, H-3a), 1,98 (m, 1H, H-3b), 2,48 (m, 3H, H-2,
H-5a), 2,77 (m, 1H, H-5b), 2,98 (m, 1H, H-4), 3,69 (s, 3H, H-6) ; *C-RMN (CDCls, 75 MHz) : & 27,7 (C-3),
30,3 (C-2), 47,2 (C-5), 51,4 (C-4), 51,8 (C-6), 173,4 (C-1).

Le (S)-3-(Oxiran-2-yl)propanoate d’éthyle est récupéré (1.02 g, 96% a partir de 2H-HBO-Ts) sous forme
d’une huile orange. Le produit peut-étre distillé sous pression réduite conduisant a une huile incolore.
[a]*% -15,6° (c 0,11, CHCl,) ; [reporté -17.1° (c 0,8, CHCl5)] ;**° FT-IR (pur) : 2982, 1729 (C=0), 1371, 1254,
1176 cm™; *H-RMN (CDCls, 300 MHz) : & 1,22 (td, 3H, J = 7,2 et 1,2 Hz, H-7), 1,74 (m, 1H, H-3), 1,92 (m,
1H, H-3), 2,42 (m, 3H, H-2, H-5), 2,72 (m, 1H, H-5), 2,94 (m, 1H, H-4), 4,10 (qd, 2H, ) = 7,2 et 1,2 Hz, H-6) ;
3C-RMN (CDCl;, 75 MHz): & 14,4 (C-7), 27,8 (C-3), 30,6 (C-2), 47,2 (C-5), 51,4 (C-4), 60,7 (C-6), 173,0 (C-1).

Synthése de la (S)-5-(0Oct-2-yn-1-yl)-butyrolactone

Sous azote, a -78 °C, le 1-Heptyne (1,0 mL, 7,53 mmol, 1,4 équiv.) est dissous dans le THF (11 mL), puis le
n-butyl lithium a 2,5M dans I'hexane (3,0 mL, 7,53 mmol, 1,4 équiv.) est ajouté. Aprés 5 min d’agitation,
le BF;.étherate (0,93 mL, 7,53 mmol, 1,4 équiv.) est ajouté, puis apres 30 min supplémentaires, le (S)-3-
(Oxiran-2-yl)propanoate de méthyle (0,70 g, 5,38 mmol, 1 équiv.) ou d’éthyle (0,78 g, 5,38 mmol, 1
équiv.) est ajouté. Le milieu réactionnel est agité pendant 3 h a -78 °C, puis quenché avec une solution
saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (6 mL) et de I'’eau (50 mL). Le produit est extrait par trois fois
au dichlorométhane (20 mL). Les phases organiques sont rassemblées, lavées a la saumure (40 mL),
séchées sur MgSO, anhydre, filtrées et concentrées. L’huile orange obtenue est purifiée par
chromatographie flash sur gel de silice (95/5 a 90/10 cyclohexane/AcOEt). Le produit désiré est obtenu
sous forme d’une huile jaune (70% a partir du (S)-3-(Oxiran-2-yl)propanoate d’éthyle et 45 % a partir du
du (S)-3-(Oxiran-2-yl)propanoate de méthyle).

[a]®® -29.5° (¢ 0,12, CHCl5); FT-IR (pur) : 2929, 2858, 1772 (C=0), 1349, 1172 cm™; *H-RMN (CDCl;, 300
MHz) : 6 0,89 (m, 3H, H-12), 1,31 (m, 4H, H-10, H-11), 1,47 (m, 2H, H-9), 2,13 (m, 3H, H-3, H-8), 2,38 (m,
1H, H-3), 2,58 (m, 4H, H-2, H-5), 4,60 (m, 1H, H-4) ; *C-RMN (CDCl3, 75 MHz) : § 14,1 (C-12), 18,7 (C-8),
22,3 (C-11), 25,6 (C-5), 26,6 (C-3), 28,6 (C-2, C-9), 31,1 (C-10), 73,6 (C-6), 78,2 (C-4), 83,7 (C-7), 177,0 (C-
1).

Synthése de la (S)-dairy lactone

La (S)-5-(Oct-2-yn-1-yl)-butyrolactone (2,72 g, 14,0 mmol) est dissoute dans I'acétate d’éthyle (56 mL, C
0,25 M) et le palladium de Lindlar (0,20 g, 7,5% m/m) est ajouté. Le milieu réactionnel, sous vive
agitation, est placé sous courant d’hydrogéne jusqu’a réaction compléte. Puis, il est filtré sur Célite® et
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concentré. L’huile orange obtenue est purifiée par chromatographie flash sur gel de silice (80/20 a 50/50
cyclohexane/AcOEt). Le produit désiré est obtenu sous forme d’huile incolore (2,59 g, 94%).

[a]®®, +7,5° (c 0,51, CHCl5) ; [reporté +17,7° (c 0,37, MeOH)] ;**® FT-IR (pur) : 2923, 2854, 1771 (C=0),
1459, 1348, 1173 cm™; *H-RMN (CDCls, 300 MHz) : § 0,82 (m, 3H, H-12), 1,23 (m, 6H, H-9, H-10, H-11),
1,84 (m, 1H, H-3a), 1,98 (m, 2H, H-8), 2,23 (m, 1H, H-3b), 2,37 (m, 1H, H-53a), 2,47 (m, 3H, H-2, H-5b), 4,47
(9, 1H, J = 6,6 Hz, H-4), 5,29 (m, 1H, H-6), 5,51 (m, 1H, H-7) ; *C-RMN (CDCl;, 75 MHz): § 14,0 (C-12), 22,5
(C-10), 27,1 (C-3), 27,4 (C-8), 28,7 (C-2), 29,1 (C-11), 31,4 (C-9), 32,8 (C-5), 80,2 (C-4), 122,2 (C-6), 134,0
(C-7),177,1 (C-1).

Bien que I'ensemble de cette synthése soit plus verte que les méthodes existantes, elle reste basée sur
une chimie assez « classique ». Pour améliorer la durabilité de cette procédure, diverses pistes peuvent
étre explorées. Un point de dépense énergétique considérable est I'alcynylation qui est réalisée a -78 °C.
Nos colleégues australiens ont expérimenté la chimie en flux pour réaliser cette étape avec des résultats
prometteurs a -45 °C. Pour améliorer encore le procédé, des essais de substitutions de solvants
pourraient étre envisagés. Enfin, la purification finale peut étre menée par distillation moléculaire,
limitant ainsi I'usage de solvants et la production de déchets dangereux (silice).
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La versatilité de la Iévoglucosénone s’exprime dans la diversité des produits qui peuvent en étre issus. En
effet, elle peut servir a synthétiser un sucre rare, la D-ribonolactone,™ ainsi que des dérivés de sucres
pour la synthése de nucléosides, mais elle peut également de maniére surprenante, donner naissance a
des chaines grasses comme nous allons le voir ici, avec la synthése de rhamnolipides.

Les rhamnolipides sont des molécules amphiphiles dont la téte polaire est constituée d’une (ou deux)
unité(s) rhamnose(s) liée(s) a une simple, double ou triple chaine grasse par une liaison acétal (Figure
22)." Ces biosurfactants peuvent étre produits par culture fongique et ce depuis plus de trente ans.
Cependant, avec un downstream processing représentant 70 a 80% du prix de production,
I'industrialisation de ces procédés reste trés limitée et ce malgré de trés nombreuses applications.™
Ranshawa et Rahman citent cing applications majeures qui devraient conduire les rhamnolipides sur le

devant de la scéne :***

- Meilleure récupération du pétrole et traitement des sols contaminés
- Applications pharmaceutiques et thérapeutiques

- Applications cosmétiques

- Détergence

- Biostimulation

Cette derniere application est étudiée au sein de I'Université de Reims-Champagne-Ardenne notamment
pour lutter contre les maladies de la vigne. Deux revues trés récentes donnent un état de l'art des

122,123 s
2l a été

connaissances des systémes de réponses immunitaires mis en ceuvre au sein des plantes.
mis en évidence que la réponse immunitaire des plantes est due principalement a la partie lipidique des
rhamnolipides.’* Des travaux antérieurs ont permis la synthése de la bi-chaine lipidique a partir du 3-

125126 | o produit de départ étant racémique, il est nécessaire de

hydroxy-pent-4-énoate de tertbutyle.
réaliser un dédoublement racémique par voie enzymatique afin d’accéder a I'énantiomeére (S) pur. Il est a
noter que I'énantiomeére (R) peut étre transformé en (S) via une réaction de Mitsunobu. La chaine grasse
est ensuite étendue par réaction de métathese (Schéma 20). Cette synthese bien qu’efficace ne répond
pas aux criteres de la chimie verte surtout si I’'on prend en compte que pour former le 3-hydroxy-pent-4-
enoate de tertbutyle, il est nécessaire de faire réagir de I'acroléine (mortel, corrosif, tres inflammable et

fortement nocif pour I’environnement) avec de I’acétate de tert-butyle a -78 °C dans le THF.
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PS Amano Lipase, acétate de vinyle,

@) LDA, THF _~ CO.1B n-pentane, tamis moléculaire 4A

0 + J< _LDA, THF | /Y\ ABU

~ A 0 -78°C, 5 h OH 30°C, 18h

94% 42%
1) e
CF3CO,H /H\/\/\ Grubbs II, Cul, Et,0, 40 °C
/HR/\;/\COZH Ol AN comu 2) Hp, P10 ACOEt 22" CO,tBu
OAc 45min, t. a. OAc 61-79% OAc
84-95%

Dans la littérature, une autre méthodologie permet d’obtenir les hydroxy-acides gras énantiopurs a
partir de I'acide de Meldrum et d’un chlorure d’acyle gras dans le dichlorométhane en présence de
pyridine (Schéma 21)."*"7'%
Noyori (Schéma 21). Cette synthése est complétée par des étapes de protection/déprotection de 'acide
et de Il'alcool (Schéma 21). Il est important de noter que Bauer et al. ont développé un procédé

Ensuite une réduction énantiosélective est réalisée avec le catalyseur de

permettant a partir des hydroxy-acides gras et de L-rhamnose protégé et activé par un acétimidate en

position anomérique de former des rhamnolipides par voie chimique. Ce procédé est

appelé « Hydrophobically assisted switching phase synthesis » ou HASPS.****°

>< 1) Pyr, CH,Cly, 1 h, 0 °C

2) MeOH, 3h, reflux
P e op At e = Ao

l(R)-BINAP-Ru(II), MeOH,

H, 5 bars, 5 h, 100 °C

Et,Si< 1) LIOH, MeOH/H,0 (4:1), 12 h
o O 2) Et5SiCl, Pyr, 2 h, 60 °C OH O

WOMG
m

Nous comparerons ces deux méthodes d’obtention des hydroxy-acides gras énantiopurs avec la synthése
qgue nous avons développé a base de LGO a l'aide des indicateurs précédemment utilisés que sont
I’Ecoscale et le PMI.%®

La LGO va donc servir ici de synthon biosourcé et chiral pour la synthése de I'acide (S)-3-acétoxy-pent-4-
enoique, puis des hydroxyacides gras (Schéma 22).
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Ces travaux ont été financés par la SFR Condorcet sous I'acronyme LéGO (La LGO: une brique
moléculaire pour la synthese d’éliciteurs) au travers du stage d’Enzo Petracco.

Les résultats obtenus pendant ce stage font I'objet d’une publication qui sera soumise prochainement.

- A green way to (S)-y-hydroxy-fatty acids from Levoglucosenone: A new gate for the synthesis
of rhamnolipids. Enzo Petracco, Amandine Flourat, Marie-Charlotte Belhomme, Stéphanie
Castex, Florent Allais et Arnaud Haudrechy.

Dés 1979, I'hydratation de la LGO a été décrite par Shafizadeh en milieu acide et en milieu basique.™®

Récemment, des travaux paralleles au sein de 'URD ABI ont déterminé des conditions d’hydratation
favorable pour ce substrat de départ en utilisant une base minérale, le phosphate de potassium
tribasique (KsPO,). Il est nécessaire de se placer en condition trés diluée (80 mmol.L™) afin d’obtenir
majoritairement le produit désiré (Schéma 23, Tableau 10, entrée 1). En effet, dans un milieu plus
concentré, la formation du dimére LGO-Cyréne est favorisée. Deux expériences d’addition goutte a
goutte de la lévoglucosénone dans le milieu ont été menées dans |'espoir d’améliorer encore le
rendement ou de réduire le volume réactionnel. Dans la premiére, la concentration finale était de 80
mmol.L" et la conversion en produit désiré était légérement supérieure a celle menée en « batch »
(Tableau 10, entrée 2). Dans la seconde, le milieu concentré dix fois (C; = 0,8 mol.L"), une forte
proportion de dimeére a été enregistrée (Tableau 10, entrée 3). Visuellement, les gouttes de LGO ne se
dissolvent pas immédiatement dans le milieu. Deux hypothéses peuvent alors étre formulées. La
premiere est que la formation de dimere est favorisée par la faible solubilité de la LGO dans la solution
de phosphate de sodium tribasique conduisant ainsi a des maxima locaux de concentrations. La seconde
tient dans la réversibilité de I'addition de Michael. En effet, si le produit final n’est pas stable, il ne sera
pas possible de réduire le volume réactionnel. Pour favoriser la dispersion de la LGO dans le milieu
réactionnel, celle-ci a été diluée dans I'acétone (C = 4 mol.L™") et ajoutée goutte & goutte a une solution
de KsPO, 3 5 mol% pour atteindre une concentration finale de 0,8 mol.L™ (soit au final un milieu 80/20
H,0/acétone). En plus des trois espéces précédemment identifiées, le spectre RMN révele la présence de
pics inconnus attribués a des oligomeres. Bien que visuellement la dispersion de la LGO dans le milieu
soit améliorée par I'acétone, I'impact de cette derniere est trés négatif par rapport au but recherché.
Cette augmentation des formes oligomériques de la LGO tend a montrer que I'addition de I'eau est
réversible.
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K3PO4 5mol%

H,0, ta, 5h
LGO
Entrée Addition Concentration (mol.L")  %LGO restante %LGO-OH %LGO-Cyrene
1 En une fois 0,08 (eau) 3,4 86,2 10,4
2 Goutte a goutte 0,08 (eau) 1,8 89,3 8,9
3 Goutte a goutte 0,8 (eau) 6,6 60,2 33,1

Les essais précédents ont été menés sur un lot de LGO purifiée par chromatographie flash. En effet, la
Iévoglucosénone fournie par Circa Group n’est plus distillée et donc elle est fournie sous forme d’une
ligueur contenant des impuretés, notamment des acides. La quantité de base est ajustée pour
compenser la présence de ces acides. En doublant la quantité de K3PQ,, le pH initial de la solution atteint
11,2 contre 11,7 pour la solution a 5% molaire a partir de LGO purifiée. L’analyse en RMN du proton du
brut réactionnel montre une proportion de LGO n’ayant pas réagi, de dimére et de LGO-OH de 5,4, 13 et
81,6% respectivement. Il ne semble donc pas nécessaire de purifier la matiére premiére avant la
premiére étape. La LGO-OH est isolée par chromatographie flash sur silice. 7,3 g de produit désiré sont
récupérés a partir de 12,3 g de la liqueur brute fournie par Circa Group (59% m/m).

La LGO-OH est convertie en HBO-OH par oxydation de Baeyer-Villiger dans les conditions mises au point
précédemment, sans solvant et sans catalyseur (Schéma 24).® En respectant une montée en
température douce pour remonter de 0 °C (température d’ajout du peroxyde d’hydrogéne) a
température ambiante puis en chauffant a 45 °C pendant une nuit, la réaction ne nécessite aucun
traitement ni purification. Le produit désiré est obtenu aprés concentration avec un rendement de 97%.
Il est arrivé que I’hydrolyse soit incompléte avec un faible pourcentage de formate résiduel (= 5%) auquel
cas une éthanolyse en présence d’amberlite A15 est réalisée a 40 °C. Les billes d’Amberlite sont
éliminées par filtration et le milieu est concentré pour donner la HBO-OH pure.

H,0, (1.1 equiv), H,0,
0445°C,20h HO«EO\/:O

LGO-OH HBO-OH

L’alcool primaire de la HBO-OH est ensuite activé par tosylation alors que I’alcool secondaire est protégé
par acétylation. Ces deux étapes sont réalisées « one pot » (Schéma 25). Le produit désiré ne précipite
pas dans un mélange d’eau acidifiée et de glace, il est donc nécessaire de réaliser une extraction a
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I’acétate d’éthyle. Le brut réactionnel apres extraction est filtré sur silice pour éliminer les traces
résiduelles d’acide acétique. Un léger exces de chlorure de tosyle (1,25 équiv.) est utilisé mais aprés
traitement, le spectre RMN du proton révéle que les impuretés existent en quantité négligeable. Le
produit peut étre engagé dans |'étape suivante sans purification supplémentaire. Le HBO-Ts-OAc est
soumis a une iodation en présence d’iodure de sodium dans I’acétone pour donner I'intermédiaire HBO-
I-OAc (Schéma 25). La réaction est totale et 91% du produit désiré sont récupérés. Le produit ne
nécessite pas de purification.

1) TsClI (1,25 équiv.), Pyr, TA.,2h Nal, acétone,
HO«EO/E o _ DAc0 (4équiv), TA, 2h TSO/\EO/E o _refiux 1 nu IAEO/E °
K 0, - 0, -
Ho' 77% Ao 91%
HBO-OH HBO-Ts-OAc HBO-1-OAc

La réaction de Bernet-Vasella est ensuite menée en présence d’'un excés de zinc activé (10 équiv.)
(Schéma 26)."* Dans un premier temps, un mélange THF/eau (8/2) est utilisé comme solvant (82%)."** L
littérature reporte également l'utilisation de n-propanol et d’eau pour réaliser la réaction de Vasella
mais le substrat HBO-I-OAc s’est avéré insoluble dans le n-propanol, ne permettant pas |'usage de ce

a
133

solvant vert. Bien que le THF soit souvent remplacé par le méthyl-tétrahydrofurane, le cyclopentylméthyl
éther a été sélectionné comme alternative au THF. Cet éther biosourcé a la particularité de ne générer
que trés peu de peroxydes.”®* Cet avantage est indéniable en termes de sécurité notamment pour une
utilisation a grande échelle. La réaction générant un acide carboxylique, il est nécessaire de rincer la
Célite® a I'eau et a I'acétate d’éthyle apres filtration du zinc. La phase aqueuse est acidifiée (pH=1-2) afin
de permettre I'extraction du produit en phase organique. En employant 1,5 équivalents de zinc
fraichement activé pour une solution de HBO-I-OAc a 1 mol.L™ dans le mélange CPME/H,0 (8/2), le
produit désiré est récupéré avec 81% de rendement. La encore aucune purification n’est nécessaire au
vue des spectres RMN. Un essai en doublant la concentration pour atteindre 1 mol.L™ a conduit & 86% de
rendement prouvant qu’il était possible de réaliser la réaction de Bernet-Vasella en milieu concentré. Au
final, le volume réactionnel a été divisé par 2 et la quantité de zinc par 6,7.

| o Zn (1,5 équiv.), CPME/H,0 (8/2) o
65°C,1h P
O s

HBO-I-OAc acide (S)-3-acétoxy-pent-4-eénoique

135138 ot ne nécessitant pas

L’étape d’iodation pouvant étre réalisée dans une grande variété de solvants
de purification, un essai « 2 steps 1 pot » est tenté pour coupler l'iodation et la réaction de Bernet-
Vasella (Schéma 27). Le HBO-Ts-OAc est dissous dans le CPME et I'iodure de sodium est ajouté. Apres
une nuit a 65 °C, I'eau et le zinc sont introduits puis 1 h plus tard la réaction est stoppée. Cette méthode

s’est avérée efficace (88%) et a permis de supprimer une étape de traitement et I'usage de |'acétone.
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1) Nal, CPME, 65 °C, 16 h

TSO/\EO): 2) Zn, H,0, 65 °C, 1 h OH
0 » 7,55 L -
: 88% /\(_);c\[o]/

AcO'

HBO-Ts-OAc acide (S)-3-acétoxy-pent-4-énoique

Le catalyseur de Grubbs de seconde génération (Gll) est connu pour sa bonne stabilité face a de
nombreux groupes fonctionnels. Il a déja été employé en présence d’un acide carboxylique libre pour
réaliser la métathése croisée d’acides gras avec de bons résultats.”*>**° Le protocole de Menhour et al.
est donc employé sur I'acide (S)-3-acétoxy-pent-4-énoique (Schéma 28). Toutefois I’éther diéthylique est
remplacé par le CPME. La conversion du produit de départ est observée par chromatographie sur couche
mince. Le brut de réaction est engagé, apreés filtration sur un pad de sulfate de magnésium et de sable,
dans I’étape d’hydrogénation. Cette derniere a été modifiée afin de remplacer I'oxyde de platine par du
palladium supporté sur charbon actif (Pd/C). En effet, ce dernier est bien moins colteux (8,5 €/g vs 98
€/g). L'hydrogénation n’ayant pas été totale en présence de Pd/C dans I'acétate d’éthyle, un solvant
protique a été testé. L'éthanol a permis la réduction totale des doubles liaisons. Ainsi I'usage de I'oxyde
de platine a pu étre évité tout en restant dans un solvant vert. Le produit désiré est isolé par

chromatographie flash sur gel de silice avec un rendement médiocre (20%).

1) Gll, Cul, CPME, 40 °C, 1,5 h,
W\/\

N OH 2) Pd/C, H,, EtOH, 16 h N OH
OAc O OAc O

acide (S)-3-acétoxy-pent-4-énoique acide (R)-3-acétoxydécanoique

Récemment, un nouveau catalyseur a été développé par I'équipe du Pr. Hoveyda pour réaliser des
métatheéses en présence d’acide carboxylique.**! Celui-ci permet une nette augmentation de rendement
dans le cas d’acides a,B-insaturés. Il pourrait étre une alternative au catalyseur Gll. Une autre alternative
peut étre l'estérification de I'acide par I’éthanol pour obtenir des esters éthyliques. Ces derniers
pourraient étre engagés dans une réaction de transestérification pour générer les bichaines lipidiques de
rhamnolipides.

Les calculs de I'Ecoscale et de I'intensité en masse du procédé (PMI) permettent de mieux appréhender
la qualité environnementale d’une réaction. Comme décrit précédemment, ces indicateurs sont
relativement simples a calculer et donnent une tendance sans aller dans le détail que pourrait apporter
une analyse de cycle de vie. Dans le tableau ci-dessous, les valeurs de I'Ecoscale et du PMI ont été
calculées pour chaque étape et pour les trois procédures, les deux références de la littérature et la
synthése développée ci-dessus (Tableau 11). Enfin I’avant-derniére ligne correspond a la valeur moyenne
des deux indicateurs pour chaque procédure et la derniére ligne au rendement global de la réaction.
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Comme précédemment, toutes les réactions en milieux dilués dans des solvants organiques souffrent
d’un PMI élevé. Les efforts portés sur les réactions en milieux aqueux, la réduction des volumes
réactionnels ainsi que des volumes de solvants utilisés dans les traitements permettent a la procédure a
base de LGO d’afficher un PMI globalement faible malgré une derniere étape consommatrice de solvant.
Cette derniere étape de métathese reste problématique, notamment en terme de co(t et de rendement
ce qui fait largement chuter I’Ecoscale (Tableau 11 étape 5). Nous remarquons qu’il est toutefois moins
mauvais que celui de la procédure de Menhour et al. pour cette méme étape de métathese
principalement du fait du remplacement de I'éther diéthylique qui cumule les mauvais points au niveau
de la sécurité (Tableau 11 étape 3).

E Bauer et al. 2006 Menhour et al. 2016 Procédure LGO
tape Ecoscale PMI Ecoscale PMI Ecoscale PMI
1 32 15 -18 32 65 12.7
2 56 4 8 25 83.5 14
3 60 347 -7 77 60 13.4
4 38 116 76.5 1092 43 96
5 - - - - 1 372
Moyenne 46.5 121 14.9 306.5 50.5 99.1
Rendement 62% 28% 7,8%
global

La procédure proposée par Bauer et al. atteint un trés bon rendement global (62%), avec un Ecoscale
moyen de 46,5 et 121 de PMI, elle est relativement propre mais perfectible. Le remplacement d’un
solvant toxique tel que le méthanol fortement utilisé dans cette approche pourrait permettre
d’améliorer I'Ecoscale. Cependant, il ne sera peut-étre pas possible de substituer le chloroforme utilisé
en tres grande quantité pour I'extraction de I’hydroxy-acide gras avant sa protection par un groupement
silylé. Ce souci correspond a la troisieme étape de déprotection qui montre un PMI extrémement élevé
(347). A contrario, I'étape 4 de la procédure de Menhour et al. doit son PMI gigantesque a la trés forte
dilution de I’étape de déprotection réalisée sur des quantités trés faibles. En augmentant I'échelle, une
réduction de la quantité de solvant est facilement envisageable réduisant ainsi le PMI. En revanche, cette
procédure est trés mal notée en suivant la démarche Ecoscale. De trop nombreux produits toxiques sont
utilisés. De plus, le rendement global est faible principalement du fait du dédoublement racémique. La
procédure que nous proposons est globalement plus verte mais souffre d’étre plus longue et d’une
derniére étape qui demande a étre optimisée. Ici le rendement global a été calculé a partir de la LGO
brute fournie par Circa group alors que les autres procédures démarrent de produits commerciaux purs.
Si nous prenons en compte les résultats d’hydratation obtenus par nos collegues sur de la LGO apres
purification de celle-ci (87%), le rendement global jusqu’a I’acide (S)-3-acétoxy-pent-4-enoique est de
57%. Cela prouve que I'approche est efficace bien gu’il reste du travail pour optimiser la réaction de
métathése croisée.
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Sur la synthése en elle-méme le passage de la HBO-OH a l'acide (S)-3-acétoxy-pent-4-énoique reste
perfectible. La mésylation a la place de la tosylation pourrait étre envisagée pour gagner en économie
d’atomes. Un screening de solvants « verts » pourrait également intervenir pour diminuer au minimum
I'usage de la pyridine. Evaluer I'impact d’'une augmentation de la présence d’eau dans la réaction de
Bernet-Vasella pourrait étre intéressant pour diminuer I'usage de solvant. Le recyclage du zinc est aussi a
envisager. Enfin comme évoqué précédemment, la métathése croisée est peu efficace. L'utilisation d’un
autre catalyseur au ruthénium serait a tester pour améliorer le rendement et éviter I'usage de I'iodure

141 LI

de cuivre. utilisation d’un catalyseur supporté pourrait permettre a la fois d’améliorer sa stabilité et

de limiter les codts en recyclant le catalyseur.******

Les résultats obtenus sont toutefois encourageants, il serait donc intéressant d’élargir la bibliotheéque de
composés en proposant une autre protection sur l’alcool par addition de I'alcool benzylique sur la
LGO."” L’addition d’autres alcools sur la LGO peut conduire a une bibliothéque d’analogues « éthers »
des chaines grasses de rhamnolipides dont les propriétés biologiques pourraient étre testées.

Un autre point d’intérét est la constitution d’une bi-chaine lipidique par estérification enzymatique
(Schéma 29).

OtBu
OH \M/\/\H/OtBu catalyse enzymatique \M;\_/\ﬂ/
m Z

: + T e O o
OAc O OH O o

n

OAc O

Enfin, la glycosylation de la chaine lipidique avec le L-rhamnose peut étre envisagée par HASPS'*

voie enzymatique. Dans ce dernier cas, la méthode de traitement de la réaction devra faire I'objet d’une
réflexion particuliére pour éviter les probléemes rencontrés lors du downstream processing par voie

ou par

biotechnologique.

La (-)-lévoglucosénone a été fournie gracieusement par Circa group. Le phosphate de potassium
tribasique, I'iodure de cuivre (1), la poudre de zinc, le CPME, le catalyseur de Grubbs Il et le palladium sur
charbon ont été achetés aupres de Sigma-Aldrich. La triéthylamine, le 1-heptanol, le peroxyde
d’hydrogene, la pyridine, I'iodure de sodium sont achetés auprés de Fischer. Les solvants et I'anhydride
acétique ont été achetés auprés de VWR. Le 1-hepténe, le chlorure de p-toluene sulfonyle ont été
achetés aupres de TCI. Les bandelettes de test pour les peroxydes sont des Quantofix Peroxide 100 de
Macherey-Nagel. Les solvants ont été séchés sur mBraun SPS 800 si nécessaire. Les solvants deutérés ont
été achetés chez Euriso-top. Les évaporations ont été conduites sous pression réduite a moins de 40 °C.
Les purifications sur gel de silice ont été conduites sur un Puriflash XS, Interchim, équipé de colonnes
pré-packées PF-30SI-HP (silice 30 um). Les pouvoirs rotatoires spécifiques ont été déterminés apres
mesure de la déviation optique sur un polarimetre ADP410, Bellingham and Stanley. Les analyses RMN
ont été réalisées sur un Fourier 300 de chez Bruker. Les spectres 'H sont enregistrés a 300 MHz calibrés
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sur le pic de solvant résiduel (8cpas = 7,26 pPM ; Somso-as = 2,50 ppm). Les spectres C sont enregistrés a
75 MHz dans le CDCl; et calibrés sur le pic de solvant résiduel (8 cpes = 77,16 ppm ; Spmso-gs = 39,5 ppm).

Synthese de I'hydrate de LGO, LGO-OH.

12,3 g de LGO brute sont dissous dans de I’'eau (1,2 L) puis le phosphate de potassium tribasique est
ajouté (1,8 g, 8,5 mmol). Le milieu réactionnel est agité a température ambiante pendant 5 h puis
neutralisé par addition de HCI (1M) et concentré. Le brut réactionnel est dilué dans I’acétone (300 mL),
filtré et concentré. L’huile brune obtenue est purifiée par chromatographie flash sur gel de silice (60/40 a
30/70 cyclohexane/AcOEt). Le produit désiré est obtenu sous forme d’une huile jaune (7,3 g).

'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz): § = 5,40 (d, J=4,6 Hz, 1H, H-7), 5,05 (s, 1H, H-6), 4,61-4,54 (m, 1H, H-3),
4,14-4,07 (m, 1H, H-5), 3,97 (dd, J:=7,8 Hz, J,=1,2 Hz, 1H, H-5), 3,75 (dd, J;=7,9 Hz, J,=5,5 Hz, 1H, H-4),
2,90 (dd, J;=16,9 Hz, J,=5,9 Hz, 1H, H-2), 2,18-2,09 (m, 1H, H-2). *C NMR (75 MHz, DMSO-d6): § = 201,2
(C-1), 100,8 (C-6), 77,6 (C-4), 69,3 (C-3), 65,1 (C-5), 31,2 (C-2). [a]p>>® = —196° (c 1,0, Ethanol) ; [reporté -
204° (c = 0,1, methanol)].**®

Synthése de HBO-OH.

A 0 °C, 6,6 mL d’une solution de peroxyde d’hydrogéne a 30% w/v (53,5 mmol, 1,1 équiv.) sont
additionnés goutte a goutte sur 7,0 g de LGO-OH (48,6 mmol). Apres que le bain de glace ait fondu (= 3
h), la réaction est chauffée a 45 °C durant 16 h. En fin de réaction, I'absence de H,0, est vérifiée avant
concentration du brut réactionnel. Si des restes de peroxyde sont détectés, une solution de thiosulfate
de sodium & 2,5 mol.L™" est additionnée goutte a goutte jusqu’a neutralisation compléte, puis le milieu
est concentré, dilué dans l'acétone, filtré sur Célite® et concentré a nouveau. Le produit désiré est
obtenu sous forme d’huile jaune pale ne nécessitant pas de purification (6,2 g, 97%).

'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz): & = 5,52 (d, J=4,0 Hz, 1H, H-7), 5,10 (t, J,=5,4 Hz, 1H, H-6), 4,33-4,20 (m,
2H, H-4 and H-3), 3,61-3,47 (m, 2H, H-5), 2,81 (dd, J;=6,3 Hz, J,=17,7 Hz, 1H, H-2), 2,22 (dd, J;=2,0 Hz,
J,=17,7, 1H, H-2). *C NMR (75 MHz, DMSO-d6): 6 = 176,7 (C-1), 88,7 (C-4), 68,2 (C-3), 61,2 (C-5), 38,4 (C-
2). [a]o?** = =20° (c 1,0, Ethanol).

Synthése de HBO-Ts-0Ac

HBO-OH (5,8 g, 44 mmol) est dissous dans la pyridine (30 mL) puis le chlorure de tosyle est additionné
(10,5 g, 55 mmol, 1,25 équiv.). Le milieu réactionnel est agité a température ambiante pendant 2 h, puis
I’anhydride acétique est ajouté (10 mL, 176 mmol, 4 équiv). Le milieu réactionnel est de nouveau agité a
température ambiante pendant 2 h, puis neutralisé avec une solution d’HCl a 1 mol.L™ (100 mL). Le
milieu est extrait a I'acétate d’éthyle deux fois (50 mL). Les phases organiques sont rassemblées, lavées
avec HCl 1 mol.L™ (50 mL), NaCly, (50 mL), séchées sur MgSO, anhydre, filtrées et concentrées. Le
produit désiré est obtenu sous forme d’une huile jaune (11,3 g, 78%).

'H NMR (CDCl; 300 MHz): & = 7,76 (d, J=8,3 Hz, 2H, H-9), 7,37 (d, J=8,0 Hz, 2H, H-10), 5,26 (dd, J=9,0 Hz,
1H, H-3), 4,60-455 (m, 1H, H-4), 4,39 (dd, J;=2,4 Hz, J,=11,1 Hz, 1H, H-5), 4,20 (dd, J;=2,6 Hz, J,=11,1 Hz,
1H, H-5), 2,99 (dd, J:=7,5 Hz, J,=18,8 Hz, 1H, H-2), 2,57 (dd, J;=1,7 Hz, J,=18,8 Hz, 1H, H-2), 2,46 (s, 3H, H-
12), 2,09 (s, 3H, H-7). *C NMR (75 MHz, CDCl3): & = 173,4 (C-1), 170,4 (C-6), 145,7 (C-11), 131,8 (C-8),
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130,2 (C-10), 128,0 (C-9), 81,7 (C-4), 71,0 (C-3), 68,3 (C-5), 34,6 (C-2), 21,7 (C-12), 20,7 (C-7). [a]p>®? =
+17° (¢ 1,0, CH,Cl,) ; [reporté = +8,47° (¢ 6,26, CH,Cl,)]."*’

Synthese de 'acide (S)-3-acétoxy-pent-4-enoique

HBO-Ts-OAc (7,42 g, 22,6 mmol) est dissous dans le CPME (18 mL) puis I'iodure de sodium est additionné
(4,2 g, 28,3 mmol, 1,25 équiv.). Le milieu réactionnel est chauffé a 65 °C pendant 3 h puis I'eau (4,5 mL)
et le zinc activé (2,2 g, 33,9 mmol, 1,5 équiv.) sont ajoutés. La réaction est poursuivie a 65 °C pendant 1
h. Le milieu réactionnel est dilué avec 50 mL d’eau, filtré sur Célite®. La Célite® est rincée a I’eau (20 mL),
puis a I'acétate d’éthyle (25 mL). La phase aqueuse est acidifiée a pH 1 avec quelques gouttes de HCI 12
N, puis extraite a I'acétate d’éthyle (2*30 mL). Les phases organiques sont rassemblées, lavées avec de la
saumure, séchées sur MgS0O, anhydre, filtrées et concentrées. Le produit désiré est récupéré sous forme
d’une huile jaune ne nécessitant pas de purification.

'H NMR (CDCl3, 300 MHz): & = 12,40 (s, 1H, H-8), 5,95-5,77 (m, 1H, H-4), 5,55-5,41 (m, 1H, H-3), 5,29-5,10
(m, 2H, H-5), 2,68-2,46 (m, 2H, H-2), 2,00 (s, 1H, H-7). 3C NMR (75 MHz, CDCl5): & = 171,5 (C-1), 169,8 (C-
6), 136,2 (C-4), 116,9 (C-5), 70,9 (C-3), 39,1 (C-2), 21,2 (C-7). [a]o>** = -12° (c 1,0, ACOEt).

Synthese de 'acide (R)-3-acétoxydécanoique

Sous azote, I'acide (S)-3-acétoxy-pent-4-enoique (158 mg, 1 mmol) est dissous dans le CPME (10 mL),
I’hept-1-ene (0,56 mL, 4 mmol, 4 équiv) est ajouté, puis I'iodure de cuivre (I) (13,3 mg, 0,07 mmol, 7
mol%) et le catalyseur de Grubbs Il (41,7 mg, 0,05 mmol, 5 mol%) sont ajoutés. Le milieu réactionnel est
agité a 40 °C pendant 1h30 puis filtré sur un pad de sable et de MgSO, anhydre et rincé a I’éthanol. Le
milieu est concentré a sec, repris dans 10 mL d’éthanol, purgé a I'azote. Le palladium sur charbon (20
mg) est ajouté. Le milieu est de nouveau purgé a I'azote avant d’étre placé sous flux d’hydrogéne. Le
lendemain, le milieu est filtré sur pad de Célite®, rincé a I’éthanol et concentré. Le brut réactionnel est
purifié par chromatographie flash sur gel de silice (Cyclohexane / AcOEt : 90/10). Le produit désiré est
obtenu sous forme d’une huile incolore (23 mg, 20%).

'H NMR (CDCls, 300 MHz): & = 9,12 (s, 1H, H-13), 5,26-5,12 (m, 1H, H-3), 2,70-2,50 (m, 2H, H-2), 2,03 (s,
3H, H-12), 1,71-1,52 (m, 2H, H-4), 1,39-1,16 (m, 10H, H-5, H-6, H-7, H-8 et H-9), 0,86 (t, J;=6,0 Hz, J,=12,0
Hz 3H, H-10). **C NMR (75 MHz, CDCl3): § = 176,5 (C-1), 170,6(C-11), 70,3(C-3), 38,9 (C-2), 33,9 - 31,7
-29,3-29,1-25,1-22,6 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-8 et C-9), 21,1 (C-12), 14,1 (C-10). [a]o?* = -2,5° (c 0,01,
AcOEt) ; [reporté -2,8 ° (c = 0,9, CHCI3)].
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La lévoglucosénone est une vraie plateforme de jeux pour le chimiste organicien. Ses nombreuses
fonctionnalités donnent matiére a de nombreuses réactions chimiques (addition de Michael,
cycloaddition, oxydation de Baeyer-Villiger, réduction de la cétone, etc). De plus, sa chiralité oriente la
sélectivité de certaines de ces réactions. Comme nous l'avons vu cette molécule est extrémement
versatile et peut donner naissance a d’autres synthons organiques eux-mémes chiraux, comme la HBO.

Bien que sa production ait atteint I’échelle industrielle, son usage reste limité et essentiellement orienté
vers la production de son produit d’hydrogénation, le Cyrene® utilisé comme solvant. Le développement
de molécules existantes et a forte valeur ajoutée (telle que la dairy lactone), a partir de la LGO pourrait
permettre de diversifier ses débouchés.

La LGO offre aussi une matiére premiére biosourcée aux chimistes en quéte d’amélioration des voies de
synthése dans le respect des principes de la chimie verte. L'exemple de la synthése d’une chaine grasse
de rhamnolipides a partir de LGO montre la pertinence de cette approche.

En ne prenant en considération que I'amélioration de synthéses organiques existantes a partir des
synthons que sont la LGO, la HBO, la 2H-HBO et les époxydes chiraux, le travail qui reste a réaliser est
déja énorme. Les perspectives deviennent infinies en y ajoutant la synthése de molécules existantes
potentiellement dérivables de ces synthons et tout le champ des molécules nouvelles qui peuvent étre
obtenues a partir de la LGO.

Des partenariats solides avec les acteurs de la bioéconomie et la pluridisciplinarité permettant un autre
regard tant au point de vue scientifique que technique, sont des atouts pour le chimiste afin de choisir
les voies a explorer devant I'immensité des possibles.
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Liste des molécules principales du Chapitre 2
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Chapitre 2 Les acides para-hydroxycinnamiques : entre études
fondamentales et applications

Les acides para-hydroxycinnamiques représentent une famille de composés phénoliques possédant des
propriétés multiples qui leur ouvrent un large champ applicatif (Figure 23). En plus d’étre anti-

18130 hropriété liée a la présence de la fonction phénol, ils sont également antibactériens.**

radicalaires,
L’acide sinapique est aussi décrit comme possédant des propriétés anticancéreuse, anti-inflammatoire et
anxiolytique.™ L’acide férulique est quant a lui présenté comme un conservateur pour I'industrie
agroalimentaire™® ou comme un agent blanchissant pour la cosmétique.”™ De plus, des études lui
attribuent, ainsi qu’a I'acide cafféique, des propriétés anticancéreuses.' L’acide coumarique et I'acide

férulique sont également étudiés en tant que neuro-protecteurs potentiels.”***®

CO,H CO,H CO,H CO,H
X X X X
HO ~o ~o o~
OH OH OH OH
acide acide acide acide
coumarique cafféique férulique sinapique

157 Une

La voie de biosynthese des acides para-hydroxycinnamiques est décrite dans le schéma 30.
cascade enzymatique partant de la phénylalanine permet la formation successive de l'acide p-
coumarique (ou acide p-hydroxycinnamique) et de ses quatre dérivés, I'acide cafféique, I’acide férulique,
I’acide 5-hydroxy-férulique et I’acide sinapique qui different par leur degré d’hydroxylation et de
méthoxylation. Ces cing composés représentent I'ensemble des acides para-hydroxycinnamiques
naturels nommés d’apres le premier d’entre eux. lls sont présents dans I'ensemble du monde végétal
puisque ce sont des précurseurs de la voie de biosynthése des lignines. L’acide 5-hydroxy-férulique n’est
rencontré qu’en quantité infime dans les plantes, alors que les quatre autres acides para-
hydroxycinnamiques se trouvent en quantités non négligeables dans certaines plantes de grandes
cultures telles que le mais, le blé, le riz, le colza, le café ou la moutarde (Tableau 12). Il est a noter
également que la majeure partie de ces composés se retrouve dans la fraction non alimentaire

(tourteau, son...).
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Source

Production mondiale

Nature et quantité du

Acide p-hydroxycinnamique

(kt) en 2017 co-produit majoritaire
Mais 1134747 Dréches (9 286kt, 0.8%) Acide férulique
Riz 769 657 Son (9 155 kt, 1.2%) Acide férulique
BIé 771718 Son (9 895 kt, 1.3%) AL SUEREID AL
coumarique
Colza 76 238 Tourteau (50%) Acide sinapique
Tournesol 47 863 Tourteau (50%) Acide cafféique
Café 9212 Moud Acide cafféique
Moutarde 564 Tourteau (50%) Acide sinapique
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Le concept de bioraffinerie étant de valoriser I'’ensemble de la ressource agricole, ces déchets de la
premiere transformation agroindustrielle deviennent, de fait, des coproduits a exploiter. L'utilisation
actuelle de ces résidus est souvent a faible valeur ajoutée (alimentation animale, méthanisation...).
L’extraction de molécules a forte valeur ajoutée, tels que les acides para-hydroxycinnamiques, pourrait
permettre non seulement d’augmenter mais aussi de diversifier le nombre de produits biosourcés et
également d’apporter de nouvelles ressources économiques a l'agriculture. Du point de vue de la
durabilité, il est important qu’une fois I'extraction terminée, le résidu ultime puisse encore étre exploité
pour produire du compost ou de I’énergie par exemple.
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Pour [I'exploitation des acides para-hydroxycinnamiques, il faut toutefois noter qu’ils existent
majoritairement sous leurs formes estérifiées dans la matrice végétale, que ce soit en tant que petites
molécules indépendantes (acide chlorogénique, sinapine) ou en lien avec la structure de la paroi
végétale, ce qui est majoritairement le cas pour les acides férulique et coumarique (Figure 24). Dans le
premier cas, les petites molécules peuvent étre extraites de la matrice végétale puis saponifiées, alors
que dans le second cas I'ensemble de la matiere devra subir une hydrolyse afin de libérer les molécules

désirées.
O HO
OH S
oA HO_ .
HO
~OH OH Ho CHo OH
HO _ O HO,,
< >"0H HO.. ~0 O Y 0
HO
(0] o y (6)
Acide chlorogénique Ho” Y O > OH
OH HO 0
| R
O O\/\N/ HO (0] o
| ®
o~ N\
MeO OMe
OH HO (@]

Sinapine ) - )
motif férulate estérifi€ a une chaine d'arabinoxylane

La récupération de l'acide férulique a partir de co-produits agricoles est développée a I'échelle
industrielle. En effet, I'acide férulique biosourcé démontre une grande valeur car il peut étre converti par
des procédés biotechnologiques en vanilline,"® cette molécule étant trés recherchée dans les secteurs
agroalimentaire et cosmétique. Cette pression positive du marché a permis la naissance de procédés
industriels.

Le procédé le plus répandu se base sur I’hydrolyse alcaline de la biomasse. Par exemple, Rhodia a mis au
point un procédé d’extraction alcaline couplée a une filtration membranaire afin de récupérer a la fois

!®1 pes alternatives émergent, telles que

I'acide férulique mais également les sucres fermentescibles.
I’extraction par solvant pressurisé.'*>'®® Cette technique nécessite des volumes moins importants mais
présente trois inconvénients majeurs (1) l'utilisation de solvant(s) organique(s); (2) la dangerosité
inhérente a toute réaction effectuée sous pression ; (3) la nécessité de réaliser une seconde hydrolyse
dans le but de libérer I'acide férulique a partir des férulates d’éthyle ou de méthyle formés. Enfin, les
approches paraissant les plus prometteuses sont les approches enzymatiques qui permettent de

164-166
D

produire un acide férulique « naturel », cependant elles sont souvent freinées par leurs co(ts. es

efforts sont aussi orientés vers la récupération de I'acide férulique a partir des hydrolysats grace a
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5

différentes techniques: résines échangeuses d’ions couplées a I’électrodialyse,’® utilisation de

zéolites™’ ou procédés membranaires.**"'*®

Comme nous l'avons décrit précédemment, les plantes de la famille des Brassicaceae (colza et moutarde
par exemple) représentent des sources potentielles importantes d’acide sinapique (Tableau 12).
L’entreprise Charbonneau-Brabant, implantée a Reims et productrice des moutardes Clovis, est entrée
en contact avec I'URD ABI dans le but de valoriser des résidus issus de leur production de pate de
moutarde. Une premiere qualification de la matiére premiere et une premiere étude portant sur
I’extraction des composés phénoliques présents dans ces sons ont été menées et ont donné lieu a une
publication :

- Eco-Friendly extraction of sinapine from residues of mustard production. Amandine L. Flourat,
Gaélle Willig, Andreia R. S. Teixeira et Florent Allais Frontiers in sustainable food systems 2019, 3,
Article 12, DOI: 10.3389/fsufs.2019.00012.

Ces premiers résultats étant prometteurs, une these en co-tutelle avec le centre technique Extractis a
débuté en février 2019, menée par Valentin Reungoat. Cette these, intitulée « Développement d’'un
procédé durable et industrialisable intégrant des techniques d’extraction et de purification pour
I’obtention de I'acide sinapique a partir de co-produits agro-industriels », porte sur la récupération de la
sinapine contenue dans le tourteau de colza et dans le son de moutarde suivie de son hydrolyse, afin
d’obtenir I'acide sinapique qui devra étre purifié a I'aide de techniques membranaires. Les premiers
résultats sur la partie extraction ont fait I'objet d’'une publication.

- Optimization of an ethanol/water-based sinapine extraction from mustard bran using
response surface methodology. Valentin Reungoat, Morvan Gaudin, Amandine L. Flourat, Emilie
Isidore, Louis M. M. Mouterde, Florent Allais, Hélene Ducatel et Irina loannou Food and
Bioproducts Processing 2020, 122,322-331, DOI: 10.1016/j.fbp.2020.06.001

Une autre source possible d’approvisionnement en acide para-hydroxycinnamique réside dans leur
biosynthése par des organismes modifiés en partant de sucres fermentescibles.’® Cette approche est
mise en ceuvre au sein de I'URD ABI en collaboration avec la start-up Abolis. Cette derniere élabore les
voies métaboliques dans les organismes hotes, et I'URD ABI, au travers de la thése de Jeanne Combes,
optimise les fermentations pour améliorer la productivité des souches.

Enfin, il est possible de synthétiser les acides para-hydroxycinnamiques par chimie verte a partir de
I’aldéhyde correspondant.’”’®*’?> Cependant, ces derniers sont onéreux et rarement biosourcés. Cette
voie ne permet donc pas pour I'instant d’envisager un développement a I’échelle industrielle.

Dans une revue, nous avons présenté |'état de l'art ainsi que les avantages et inconvénients des
différents modes de production/récupération des acides para-hydroxycinnamiques :

- para-Hydroxycinnamic acids: chemical synthesis, biomass recovery or engineered microbial
production ? Amandine L. Flourat, Jeanne Combes, Claire Bailly-Maitre-Grand, Kévin Magnien,
Arnaud Haudrechy, Jean-Hugues Renault et Florent Allais, soumis a ChemSusChem.
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Une fois les sources d’approvisionnement possible en acides para-hydroxycinnamiques cités, il faut
ajouter que de fagon générale, I'accés a des molécules aromatiques non pétrosourcées revét un intérét
majeur en raison du grand nombre d’applications des composés aromatiques. Sachant que la ressource
naturelle la plus importante pour ce type de molécule est la lignine, et que celle-ci est malheureusement
peu exploitée du fait de sa grande complexité, nous avons sélectionné les acides para-hydrocinnamiques
pour élaborer des modeles permettant de mieux étudier et comprendre cette ressource. Il est également
a noter que les lignines, en plus d’étre une source potentielle de monomeéres, peuvent également fournir
des oligoméres chiraux, les lignanes. Ces molécules présentent des activités biologiques et

thérapeutiques d’intérét.”’>*7*
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Comme nous venons de I'évoquer, les lignines de par leur caractere tridimensionnel impliquant diverses
liaisons (B-O-4, B-5, B-B, 5-5, a-O-4..) entre trois unités constitutives (H, G, S) sont difficiles a
dépolymériser pour obtenir des composés monomériques (Figure 25). Bien que des applications se
développent de plus en plus pour l"utilisation des lignines, notamment issues des procédés papetiers, ces
travaux restent marginaux comparativement au potentiel d’utilisation des noyaux aromatiques (une fois
la lignine dépolymérisée). Afin de réussir ce défi, les chercheurs utilisent des modéles structuraux pour
comprendre les mécanismes mis en jeu dans la lignification, ainsi que pour appréhender des systemes
susceptibles de conduire a une dépolymérisation efficace, notamment en limitant les phénoménes de
recondensation.
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Le premier exemple de modele de lignine synthétique remonte aux années 50."”” De nombreuses études
178-184

récentes utilisent des modéles de lignines pour explorer des systemes capables de I'oxyder.
Cependant, ces modeéles se focalisent souvent uniquement sur les liaisons labiles de la lignine, a savoir
les liaisons de type éthers (B-O-4, a-O-4, 5-0-4), négligeant les liaisons condensées bien plus
récalcitrantes a la dépolymérisation. Lorsque celles-ci sont abordées, le systeme est souvent simplifié a
I’'extréme, comme le montrent les molécules faisant I'objet de la revue proposée en 2019 par Oregui-

176

Bengoechea et al. (Figure 26).”” Il est a noter que méme si les modeéles pour la liaison 3-O-4 sont un peu

plus développés, la chaine propanoyl reste souvent absente de ces études. Dans le cas du modéle
développé par Forsythe et al.'®

type B-0-4, B-5 et 5-5, la chaine latérale est présente mais non fonctionnalisée. Les effets stériques ou

permettant d’obtenir des oligomeéres controlés contenant des liaisons de

électroniques qu’elle apporte sont donc par conséquent négligés.
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Nous avons développé une méthodologie de synthése pour accéder a des triméres de lignine incluant a
la fois une liaison labile B-O-4, une liaison condensée B-5 et une chaine latérale plus ou moins
fonctionnalisée.

Ces travaux ont donné lieu a une publication conjointe entre 'URD ABI et I'lCMR :

- First total synthesis of (B-5)-(B-0-4) dihydroxytrimer and dihydrotrimer of coniferyl alcohol (G):
advanced lignin model compounds. Amandine L. Flourat, Aurélien A. M. Peru, Arnaud
Haudrechy, Jean-Hugues Renault, Florent Allais Frontiers in Chemistry 2019, 7, Article 842, DOI:
10.3389/fchem.2019.00842
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(e}
OH
Acide férulique

L'acide férulique (CAS n° 1135-24-6) est sélectionné comme précurseur pour la
synthése de I'alcool coniférylique ou monolignol G. Celui-ci a été choisi car il est le
plus répandu naturellement. En effet, il est le constituant principal des lignines de
coniferes (>90%), comme I'indique son nom mais est aussi présent en grande quantité
dans les lignines de feuillus (30 a 40%) et de graminées (35 a 50%). L’obtention du
dihydrotrimere naturel (B-5)-(B-0-4) de G, 1, ainsi que celle du composé dihydroxylé,
2 pourra permettre des comparaisons de réactivités de ces composés en fonction de
la complexité de la chaine latérale (Figure 27).

HO
HO OH
~o ‘
o OH
o
O
Ho °)—oH HO OH
HO O HO O
/ /
(B-5)/(B-O-4)-Dihydrotrimére de G (B-5)/(B-O-4)-Dihydroxytrimere de G
1 2

Dans une premiere approche, nous pensions synthétiser les molécules cibles suivant une méthodologie
proche de celle que nous avions appliquée lors de la synthése du trimeére (5-5)/(B-0-4) de I’acide
férulique, a savoir :**® (1) Former la liaison condensée par oxydation enzymatique avec une laccase puis

(2) Former la liaison éther par « aldolisation » (Schéma 31).
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Dans une premiére étape, le monolignol G a été synthétisé par réduction du férulate d’éthyle 3, a l'aide
de I'hydrure de diisobutyl aluminium, DIBAL-H (Schéma 32).®” Cette réaction, bien connue, a permis
d’obtenir le produit désiré avec un rendement global de 77% a I'issue des deux étapes. L’homocouplage
sélectif B-5 a ensuite été réalisé en milieu biphasique (acétate d’éthyle/tampon acétate pH 5) par action
de la laccase de Trametes versicolor a température ambiante pendant 4h (Schéma 32). Le dimére est
séparé du monolignol restant et des oligoméres formés par chromatographie sur gel de silice. L’addition
lente de la solution de laccase dans le milieu réactionnel (10 mL/h) permet de réduire la formation de
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ces oligomeres en contrdlant la quantité de radicaux formés. Le dimere (B-5) de G, 4, est isolé avec un
rendement de 43%. Le spectre RMN est conforme aux données de la littérature.’® La chromatographie
sur couche mince sur silice montre la présence d’un second produit plus polaire que nous avons pu isoler
lors de la chromatographie flash avec un éluant AcOEt:MeOH (95:5). Ce second produit représente 4%
de la masse initiale. Apres analyse RMN, le produit semble étre un trimére de G (Figure 28, Tableau 13).
En effet, 'apparition en RMN du proton de deux singulets dont I'un intégre pour le double de I'autre
entre 3.7 et 3.8 ppm laisse a penser que trois groupements méthoxy sont portés par la molécule en
question. De plus, le doublet de doublet présent a 5,29 ppm correspond a la liaison furanique (B-5) déja
observée pour le dimére 4. Par couplage radicalaire, les triméres les plus probables sont (B-5)/(B-5), (B-
5)/(B-0-4), (B-5)/(5-5) et (B-5)/(B-B). Ce dernier conduirait a I’absence de double liaison dans la molécule,
or deux pics sont observés a 6,43 et 6,24 ppm. Au contraire, le trimére (B-5)/(5-5) devrait conduire a
doubler les signaux de double liaison, ce qui ne semble pas étre le cas bien que les intégrations ne soient
pas probantes pour I'ensemble de la molécule par rapport a la théorie. De plus, le spectre carbone de la
molécule est proche de la description réalisée par Landucci et al. du trimere (B-5)/(B-0-4) de G acétylé.'®
N’ayant pu déterminer avec une certitude absolue la configuration, nous comparerons les spectres de la
molécule inconnue avec ceux de la molécule obtenue en fin de synthese.
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Attribution 6H (ppm) 6C (ppm)

1 4,81 #

2 4,09 60,1
3 6,34 128,6
4 6,45 130,2
5 # 131,5
6 6,85-6,90 109,8
7 # 147
8 # 147,6
9 # 119,5
10 6,85-6,88 111,4
11 3,79 55,7
12 3,73 55,4
13 4,09 61,7
14 4,62 #
15 5,29 83,8
16 # 133,2
17 6,90-7,05 109,8
18 # 149,7
19 # 147,8
20 6,65-6,70 114,7
21 6,65-6,70 114,6
22 3,73 55,5
23 4,28 84,3
24 3,59 59.8
25 4,71 71,0& 71,6
26 # 133,0
27 6,80-6,90 111,0
28 # 149,7
29 # 145,5
30 6,75-6,79 119,1
31 6,75-6,79 115,5
32 3,73 55,6
33 8,76 #
34 4,61 #
35 4,64 #

La synthese se poursuit par I'acétylation de I’'ensemble des fonctions hydroxy du dimére, suivie par la
déprotection sélective pour régénérer la fonction phénol. Ces deux étapes fournissent la molécule 5 avec
un rendement de 92% en partant du dimere. Le phénolate, produit par action du carbonate de
potassium, est ensuite alkylé par le 2-bromoacétate de tert-butyle dans le N,N-diméthylformamide en
présence d’iodure de potassium avec un excellent rendement (97%). « L’aldolisation » a ensuite été
réalisée dans le THF a -78 °C en présence de N,N-diisopropylamidure de lithium (LDA), dans I'espoir
d’une réaction avec la vanilline acétylée. Cependant la réaction n’a pas permis d’obtenir le produit désiré
(Schéma 33a), notamment en raison d’une désacétylation des produits de départ. Une benzylation du
dimeére aprés alkylation sélective de la position phénolique a été réalisée en utilisant du bromure de
benzyle et de I'iodure de tétra-n-butylammonium (TBAI) dans le toluéne avant une étape d’oxydation a
I’oxyde d’argent, avec un rendement cependant modeste (36%). Le produit benzylé, 8, a été engagé dans
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« I’aldolisation » avec de la vanilline benzylée, le produit désiré étant alors formé avec seulement 21% de
rendement (Schéma 33b). Face a ces difficultés, une nouvelle stratégie a été envisagée.
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Nous nous sommes alors orientés vers une synthése convergente a partir de I'acétovanillone et toujours
de I'acide férulique. L’acétovanillone est convertie en a-bromocétoester, 10, tandis que I’acide férulique
est soumis aux mémes transformations décrites précédemment pour obtenir 5. Par la suite, la liaison (B-
0-4) est obtenue par substitution nucléophile entre le phénolate issu de 5 et I’ d-bromocétoester. Les
molécules cibles peuvent ensuite étre obtenues soit via une dihydroxylation pour le dihydroxytrimere 2
ou par hydrogénation catalytique pour le dihydrotrimeére 1 (Schéma 34).
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L’ a-bromocétoester de guaiacol 10 est synthétisé a partir de I’acétovanillone suivant une méthodologie
en trois étapes proposée par Forsythe et al.'®> Tout d’abord, une benzylation du phénol est effectuée
avec du bromure de benzyle en présence d’iodure de potassium et de carbone de potassium, le premier
servant d’activateur par transhalogénation et le second agissant comme base pour former le phénolate.
La O-benzylacétovanillone 11 est récupérée aprés extraction avec un rendement quantitatif et mise a
réagir avec du carbonate de diéthyle en présence d’hydrure de sodium. Le B-cétoester 12 est formé avec
un rendement de 78% aprés purification. Enfin, la bromation est réalisée par action du N-
bromosuccinimide (NBS) dans des conditions acides (Amberlite A15) dans I'acétate d’éthyle donnant
ainsi le produit desiré 10 (79% de rendement, 62% de rendement global a partir de I'acétovanillone)
(Schéma 35).
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Disposant dorénavant des deux précurseurs, la synthese du trimere 13 par Sy2 est tentée en présence
de carbonate de potassium dans le DMF. Nous avons privilégié le DMF par rapport a |'acétone utilisée
par Forsythe et al.'® car les travaux de Kishimoto et al."® rapportent un bien meilleur rendement dans
ce solvant (97% dans le DMF vs 49% dans |'acétone). L'action de déprotonation du phénol par le
carbonate de potassium s’est avérée bien visible grace a la coloration jaune du milieu due a la formation
du phénolate. Apres quelques heures d’agitation a température ambiante, le produit désiré est obtenu
aprés chromatographie sur gel de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1) avec un trés bon rendement (83%)
(Schéma 36). Nous allons donc pouvoir poursuivre la synthese afin d’obtenir les deux trimeres cibles.
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Le dihydrotrimére naturel 1 est synthétisé en deux étapes a partir de 13. Les fonctions CO (esters et
cétone) sont réduites sous I'action du tétrahydruroborate de sodium suivant la procédure décrite par
Pathil et al.™®* L'efficacité de la réaction est confirmée par la disparition, en RMN du proton, des signaux
des acétates entre 1,5 et 2,5 ppm ainsi que ceux de I'ester éthylique a 4,21 et 1,21 ppm et, en RMN du
carbone, du pic de la cétone a 190,0 ppm. Le tétraol 14 est ensuite dihydrogéné. Une premiére
hydrogénation dans I’éthanol a permis de réduire la double liaison C=C mais pas de cliver le groupement
benzyle protégeant le phénol. Il a été nécessaire de réaliser I’"hydrogénation dans un solvant plus polaire
et plus acide (MeOH/AcOH 95/5) afin d’observer les deux réactions simultanément (Schéma 37).
Cependant, il n’a pas été possible d’obtenir une analyse par masse haute résolution de I'ion moléculaire
pour cette molécule, du fait de sa dégradation pendant le procédé. Cependant le spectre RMN montre
clairement la disparition des signaux attribués au groupement benzyle et a la double liaison. Le
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rendement global de la synthése de ce composé a partir de I'acide férulique est de 20% apres 8 étapes
de synthése.
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Le supposé trimere (B-5)-(3-0-4) obtenu en petite quantité lors du couplage enzymatique a été
hydrogéné et les spectres RMN ont été comparés avec ceux du produit 1. Malgré de grandes similarités
en RMN H (Figure 29), le manque de définition dans la zone entre 4.0 et 5.5 ppm laisse planer un doute
quant au produit isolé lors de la dimérisation.
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Afin d’obtenir le dihydroxytrimére 2, la double liaison du composé 13 a été convertie en 1,2-syn-diol via
une dihydroxylation d’Upjhon modifiée précédemment utilisée au laboratoire.™ L’osmate de potassium,
K2[0sO,(OH)4], permet de générer in situ du tétraoxyde d’osmium (0sQ,), composé hautement toxique,
par action de la N-méthyl morpholine-N-oxyde (NMO) dans un milieu composé d’eau, d’acétone et
d’éthanol contenant de I'acide citrique. Le rendement de cette réaction sur notre substrat est de 58%.
Par la suite, la séquence réduction au tétrahydruroborate de sodium suivie d’une hydrogénation pallado-
catalysée a été réalisée. Le produit 16 est isolé apres une purification par chromatographie flash a
polarité de phase inversée (C18, eau/méthanol 1/4) avec un rendement de 65%. Afin d’obtenir le produit
2 pur a l'issue de I'hydrogénation, le palladium supporté sur charbon est éliminé par filtration a I'aide
d’une membrane en PTFE de porosité 0,2 um, puis les traces d’acide acétique et de méthanol sont
éliminées par distillation azéotropique (Schéma 38). Cette derniere étape est conduite avec un
rendement excellent (99%, 9% de rendement global a partir de I'acide férulique aprés 9 étapes de
synthése).
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Par la suite, une nouvelle voie de synthése a été testée afin de réduire le nombre d’étapes (Schéma 39).
Le férulate d’éthyle 3 est directement engagé dans I'étape d’oxydation avec la laccase en suivant le
protocole précédent. Le diester 17 est obtenu avec un rendement similaire a celui observé pour le
dimeére (B-5) 4. Cette nouvelle procédure permet d’économiser I’étape de réduction de 3 en G ainsi que
les deux étapes de protection et déprotection sélective des alcools. Le phénolate est directement généré
a partir de 17 par action du carbonate de potassium. Le couplage par Sy2 avec 10 conduit a un tres bon
rendement en produit couplé 18 (84%). La réduction de 18 pour obtenir I'intermédiaire 16 s’est avérée
quant a elle complexe. Dans un premier temps, cette étape a été tentée avec du DIBAL-H. Bien que le
suivi par chromatographie sur couche mince montre que la réaction a bien eu lieu, le produit n’a pu étre
séparé des sels d’aluminium formés de maniere concomitante. Dans un second temps, la réduction au
tétrahydruroborate de sodium a été tentée dans un mélange THF/eau, mais I’ester conjugué n’a pas été
réduit, ni en augmentant la quantité de tétrahydruroborate de sodium, ni en modifiant le temps de
réaction. Deux nouvelles réductions de 18 ont été tentées avec du tétrahydruroborate de lithium, I'une
dans un milieu THF/eau, I'autre en milieu MeOH/eau/THF, sans plus de succes.
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L’acide férulique, la solution d’hydrure de diisobutylaluminium 1M dans le dichlorométhane, le bromure
de benzyle, la laccase de Trametes versicolor (776 U/g), la pipérazine et I'hydrure de sodium ont été
achetés chez Sigma-Aldrich et utilisés tels quels. L’acétovanillone, le tétrahydruroborate de sodium, la
pyridine et le carbonate de diéthyle ont été achetés chez TCl et utilisés tels quels. Le palladium sur
charbon et le sulfate de magnésium anhydre ont été achetés chez Acros Organics et utilisés tels quels.
Les solvants deutérés sont fournis par Euriso-top. Tous les autres réactifs, sels et solvants ont été achetés
chez VWR.

Le N,N-diméthylformamide DMF a été séché sur mBraun SPS 800. Les évaporations ont été conduites
sous pression réduite (Vario Vacuubrand pump) a I'aide d’un Buchi R300. Les chromatographies Flash ont
été réalisées a I'aide d’un Puriflash 4100 (Interchim) avec des colonnes pré-packées INTERCHIM PF-30SI-
HP (30 um silica gel). Les analyses infrarouges ont été réalisées a I'aide d’un Cary 630 FTIR (Agilent). Les
spectres RMN sont enregistrés a I'aide d’un Fourier 300 (Bruker). Les spectres RMN 'H des échantillons
sont enregistrés a 300 MHz, le déplacement chimique est reporté en partie par million (ppm)
relativement au pic résiduel du solvant (CDCl; 6 = 7,26 ppm; DMSO-dg & = 2,50 ppm). Les spectres RMN
3¢ des échantillons sont enregistrés a 75 MHz et calibrés sur le pic résiduel du solvant (CDCl; & = 77,16
ppm; DMSO-ds & = 39,52 ppm).

Synthése de 'alcool coniférylique (G) :

L’acide férulique (23.3 g, 120 mmol) est dissous dans I’éthanol (150 mL), puis 3 gouttes d’acide
chlorhydrique 12N sont ajoutées. Le milieu est chauffé a reflux durant une nuit, puis ramené a
température ambiante. L'éthanol est évaporé. Le brut réactionnel est dilué dans I'acétate d’éthyle (75
mL) et lavé avec une solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (3x50 mL) puis avec de la

79



saumure (50 mL). La phase organique est séchée sur MgSO, anhydre, filtrée et concentrée. Le férulate
d’éthyle est directement engagé dans I'étape de réduction.

Sous N,, Le férulate d’éthyle (120 mmol) est dissous dans le dichlorométhane sec (200 mL). Le milieu
réactionnel est placé a 0°C et le DIBAL-H (385 mL a 1 mol.L" dans le CH,Cl,, 3.2 équiv.) est ajouté goutte
a goutte. Le milieu est ramené a température ambiante et la réaction est poursuivie pendant 5 h. Le
milieu réactionnel est neutralisé par addition de méthanol (38 mL) au goutte a goutte puis d’une solution
d’acide citrique a 20% (m/m) (190 mL) et enfin dilué avec (190 mL de CH,Cl, et 95 mL d’eau). Le mélange
est agité toute la nuit. Les phases sont séparées. La phase aqueuse est extraite au dichlorométhane
(2¥100 mL). Les phases organiques sont réunies, lavées a la saumure, séchées sur MgSO, anhydre,
filtrées et concentrées. Le produit est purifié par chromatographie flash sur gel de silice avec pour éluant
une solution cyclohexane/acétate d’éthyle (30/70). 16,6 g d’une solution blanc cassé sont récupérés
(77%).

Les caractérisations menées sont conformes a celles reportées dans la littérature.**?

Synthese du dimere (-5) (4) :

L’alcool coniféryliqgue G (3,0 g, 16,6 mmol) est dissous dans I'acétate d’éthyle (170 mL) a température
ambiante, puis le tampon acétate pH 5 (170 mlL) est ajouté et le milieu réactionnel est agité
vigoureusement (1000 rpm). La laccase de Trametes versicolor (21 mg, 16,3 U/mmol) est dissoute dans le
tampon pH 5 (50 mL) et ajoutée a un débit de 10 mL.h™ au milieu. A la fin de 'addition, les phases sont
séparées. La phase aqueuse est extraite deux fois a I'acétate d’éthyle (75 mL). Les phases organiques
sont réunies, lavées a la saumure, séchées sur MgSO, anhydre, filtrées et concentrées. Le produit est
purifié par chromatographie flash sur gel de silice avec pour éluant une solution cyclohexane/acétate
d’éthyle (10/90). 1,28 g de mousse orange sont récupérés (43%).

FT-IR (pur) : v = 3332 (O-H), 2926 + 2869 (C=C), 1610 + 1516 + 1496 + 1461 (C=C
arom) cm™; '"H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) 6 =9,02 (s, 1H, H,3), 6,93 (m, 3H, Hy
+ Hyo + Hy), 6,75 (s, 2H, He + Hy7), 6,46 (d, 1H, J =15,9 Hz, H,), 6,21 (dt, 1H, J =
15,9 Hz, J = 5.4 Hz, Hs), 5,45 (d, 1H, J = 6,9 Hz, Hys), 5,02 (t, 1H, J = 5,4 Hz, Hy,),
4,78, (t, 1H, J = 5,7 Hz, H,), 4,08 (td, 2H, J =5,4 Hz, J = 1,2 Hz, H,), 3,79 (s, 3H,
Ha), 3,74 (s, 3H, Hy), 3,58-3,74 (m, 2H, Hy3), 3,43 (m, 1H, Hi,) ppm ; BC-RMN
(DMSO-ds, 75 MHz) 6 = 147,6+147,1 (Cg + Cyo), 146,4+143,7 (C, + Cyg), 132,3
(C16), 130,5 (Cs), 129,5 (Co), 129,0 (Ca), 128,0 (Cs), 118,5+115,3 (Cs + Cyy), 114,9
(Ca0), 110,3 (Cyo + Ca1), 87,2 (Cys), 62,9 (Cy3), 61,7 (Cy), 55,6 (Cas + Cya), 53,0 (Cya)
ppm, HRMS : m/z [M+H]" calculé C,oH,30¢" : 359,1489, trouvé : 359,1566.

Synthese du dimere tri-O-acétylé (-5) (5):

4 (2,6 g, 7,25 mmol) est dissous dans la pyridine (18 mL) et I'anhydride acétique (11 mL, 109 mmol, 5
équiv/fonction) est ajouté. Le milieu réactionnel est agité une nuit a température ambiante, puis est
versé dans un mélange d’eau acidifiée et de glace. Le précipité est filtré et rincé a 'eau jusqu’a pH
neutre. Apres séchage, 5 est obtenu avec un rendement quantitatif et est utilisé tel quel pour I'étape
suivante.
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FT-IR (pur) : v = 2940 (C-C), 1733 (C=0), 1603 + 1506 + 1462 + 1421 + 1366 +
1332 (C=C arom), 1214 + 1187 + 1146 + 1127 (C-0) cm™; *H-RMN (CDCl5, 300
MHz) & = 6,98 (m, 3H, Hyo + Hao + H21), 6,88 (m, 2H, He + H15), 6,59 (m, 1H, Ha),
6,15 (dt, 1H, J = 15,6 Hz, J = 6,6 Hz, Hs), 6,54 (d, 1H, J = 6,6 Hz, His), 4,70 (dd,
2H, J = 6,6 Hz, 1,2 Hz, H,), 4,26-4,47 (m, 2H, Hi3), 3,91 (s, 3H, Hy), 3.78 (m,
4H, Hys + H1g), 2.30 (s, 3H, Hag), 2.09 (s, 3H, Haa), 2.05 (s, 3H, H,s) ppm ; *C-
RMN (DMSO-dg) & = 171,0+170,8 (C14 + Cy), 169,0 (Cy3), 151,3 (Cys), 148,2 (Cq),
144,4 (C,), 139,7+139,4 (Cis + Cio), 134,3 (C4), 130,7 (Cs), 127,3 (Co), 122,9
(Cxo), 121,3 (C3), 118,2 (C»1), 115,4 (Cyo), 110,6 (C17), 109,9 (Ce), 88,1 (C1s), 65,4
(Cy3), 65,2 (C,), 56,0 + 55,9 (Ci1 + Cp), 50,5 (C13), 20,6-21,1 (Cpq + Cys + Ce)
ppm ; HRMS : m/z [M+Na]" calculé C,sH,s0sNa" : 507,1631, trouvé : 507,1637.

Synthése du dimére di-O-acétylé (-5) (1):

5 (7,25 mmol) est dissous dans le THF (70 mL) et la pipérazine (1,87 g, 21,75 mmol, 3 équiv.) est ajoutée.
Le milieu réactionnel est agité a température ambiante pendant 4 h. Le THF est éliminé a I’évaporateur
rotatif. Le brut réactionnel est dissous dans I’AcOEt (50 mL) et lavé avec HCI 1M (3*15 mL) et de la
saumure (20 mL), séché sur MgS0O, anhydre, filtré et concentré. Aprés purification par chromatographie
flash sur gel de silice avec un éluant cyclohexane/AcOEt (40/60), 1 est obtenu sous forme d’huile incolore
(2,95 g, 92%).

FT-IR (pur): v = 3443 (OH), 2939 (C-C), 1732 (C=0), 1601 + 1515 + 1493 + 1460
+ 1423 + 1364 + 1331 (C=C arom), 1216 + 1144 (C-0) cm™; 'H-RMN (CDCls,
300 MHz) 6 = 6,88 (m, 5H, Hg + Hyg + Hy7 + Hyo + H>4), 6,60 (d, 1H, J =15.9 Hz,
H,), 6,16 (dt, 1H, J = 15,9 Hz, J = 6,6 Hz, H3), 5,65 (s, 1H, H,3), 5,47 (d, 1H, J =
7,5 Hz, Hys), 4,71 (dd, J = 1,2 Hz, J = 6,6 Hz, 2H, H,), 4,37 (m, 2H, H;3), 3,91 (s,
3H, Hy,), 3,86 (s, 3H, Hi1), 3,77 (m, 1H, Hy,), 2,10 (s, 3H, Hy4), 2,03 (s, 3H, Hys)
ppm ; BC-RMN (DMSO-dg, 75 MHz) & = 171,1 (Cy4), 171,0 (C4), 148,4 (Cq),
146,8 (Cyg), 146,0 (Cy), 144,5 (C;), 134,5 (Cy6), 132,3 (C,4), 130,6 (Cs), 127,8
(Co), 121,2 (GC3), 119,7 (Cyq), 115,4 (Cy), 114,4 (Cyp), 110,6 (Cyy), 108,7 (Co),
89,0 (Cys), 65,4 (Co+ Cy3), 56,1 (C11 + Cy3), 50,4 (Cya), 21,2 (Ca4), 21,0 (Cys) ppm ;
HRMS : m/z [M+H]" calculé C,4H,,05" : 443,1700, trouvé : 443,1867.

Syntheése de 9:

Sous azote, 1 (1,4 g, 3,16 mmol) est dissous dans du DMF sec (10 mL) et K,CO; (0,66 g, 4,75 mmol, 1,5
équiv.) est ajouté (la réaction devient jaune). La température est abaissée a 0 °C, puis une solution de 6
(1,9 g, 4,75 mmol, 1,5 équiv.) dans le DMF (9 mL) est ajoutée goutte a goutte. Le milieu réactionnel est
agité a température ambiante pendant 3 h, puis neutralisé avec de I'eau (50 mL) et extrait a I’AcOEt
(3*50 mL). Les phases organiques sont rassemblées, lavées a la saumure, séchées sur MgS0O, anhydre,
filtrées et concentrées. Aprés purification par chromatographie flash sur gel de silice avec un éluant
cyclohexane/AcOEt (1/1), 9 est obtenu sous forme d’huile (2,04 g, 83%).
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FT-IR (pur) : v = 2953 (C-C), 1734 (C=0 ester), 1676 (C=0
cétone), 1593 + 1508 + 1459 + 1420 + 1379 + 1332
(C=Carom), 1209 + 1143 (C-O) cm™; *H-RMN (CDCl;, 300
MHz) 6 =7,77 (dd, J = 8,4 Hz, J = 2,1 Hz, 1H, H3,), 7,68 (d, J =
2,1 Hz, 1H, Hy), 7,27-7,45 (m, 5H, Hss + Hsg + Hsy), 6,74-
6,94 (M, 6H, Hg + Hio + Hy7 + Hyg + Hy1 + Hso), 6,59 (d, J =15,6
Hz, 1H, H,), 6,15 (dt, J = 15,6 Hz, J = 6,6 Hz, 1H, Hs), 5,73 (s,
1H, Hys), 5,47 (d, J = 6,9 Hz, 1H, His), 5,23 (s, 2H, Hs3), 4,71
(d, J = 6,6 Hz, 2H, H,), 4,43 (m, 1H, H1s,), 4,24 (m, 3H, Hysp +
Hsg), 3,92 (s, 3H, Hs,), 3,90 (s, 3H, Hu), 3,75 (m, 4H, Hy, +
H12), 2,09 (s, 3H, Ha1), 2,01 (s, 3H, Ha), 1,21 (t, J = 7,2 Hz,
3H, Hss) ppm; C-RMN (CDCls, 75 MHz) & =190,0 (Cys),
170,9-171,3 (Cy + Cua), 167,0 (Caa), 153,3 (Cys), 150,7 (Cys),
150,6 (Cg), 149,5 (Cys), 148,2 (Csa), 146,3 (Cyo), 144,5 (C;), 136,2 (Cs + Cig), 134,4 (C,), 130,7 (Co), 128,8
(Cs6), 128,3 (Cy6), 127,5 (C37), 127,3 (C3s), 124,8 (Ca1), 121,3 (C3), 118,7 (Cyo), 118,3 (C11), 115,4 (Cyo), 112,1
(Cs0), 112,0 (C,7), 110,5 (Cy7) 110,4 (Ce), 88,4 (Cis), 82,7 (Cas), 70,9 (Cs3), 65,3 (C, + Cu3), 62,3 (Csg), 56,0-
56,1 (Cy; + Cy + C3), 50,4 (Cya), 21,2 (Ca1), 20,9 (Cao), 14,3 (C35) ppm ; HRMS : m/z [M+Na]* calculé
CasHaaO13Na": 791,2680, trouvé : 791,2668.

Synthese de 10:

9 (700 mg, 0,91 mmol) est dissous dans le THF (7,6 mL) puis I'eau est ajoutée (2,4 mL). A 0 °C, le NaBH,
(344 mg, 9,1 mmol, 10 équiv.) est ajouté par portions. A la fin de I'addition, le milieu réactionnel est agité
a température ambiante pendant 2 h, puis neutralisé avec une solution saturée de NH,Cl (10 mL) et
extraite avec de I’AcOEt (2*30 mL). Les phases organiques sont rassemblées, lavées avec de la saumure,
séchées sur MgSO, anhydre, filtrées et concentrées. Aprées purification par chromatographie flash sur gel
de silice avec un éluant 100% AcOEt, 10 est obtenu sous forme d’une huile (432 mg, 82%).

FT-IR (pur) : v = 3346 (0-H), 2934 (C-C), 1595 + 1508 + 1459
+ 1420 + 1379 + 1326 (C=Carom), 1257 + 1217 + 1137 (C-O)
cm™; 'H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) & = 7,30-7,44 (m, 5H,
Has + Hig + Hs7), 6,75-7,15 (m, 8H, Hg + Hio + His + Hao + Hay
+ Hy, + Hso + Hs31), 6,60 (d, J =15,6 Hz, 1H, H,), 6,21 (dt, J =
15,6 Hz, J = 6,6 Hz, 1H, Hs), 5,49 (m, 1H, His), 5,45 (m, 1H,
Hys), 5,05 (M, 3H, Haz + Hsg), 4,74 (m, 1H, Hys), 4,64 (m, 2H,
H,), 4,33 (m, 1H, Hya), 3,80 (s, 3H, Hi1), 3,73 (M, 4H, Hs, +
H.), 3,67 (s, 3H, Hy,), 3,60 (M, 3H, Hys + Haa), 3,42 (m, 1H,
H.,) ppm; ®*C-RMN (CDCl;, 75 MHz) & =150,0 (Cg), 148,9
(Cio), 148,3 (Cys), 148,1 (Cig), 147,2 (Cyo), 144,2 (C;), 137,8
(Cs4), 135,7 (Cy6), 134,4 (Cs), 134,3 (C,), 130,1 (Cs), 129,9
(Ca6), 128,8 (Cs6 + C37), 128,2 (Css), 121,4 (C3), 119,6 (Ca1),
118,5 (Cy1), 116,0 (Cyo), 115,7 (Cyo), 113,2 (Cso), 111,8 (Cy7), 111,0 (Cy7), 110,8 (Ce), 87,5 (Cis), 84,0 (Czs),
71,9 (C»3), 70,3 (Cs3), 65,1 (C,), 60,4 (Ca4), 60,2 (C13), 56,1 (C11 + C22), 55,8 (Cs»), 53,5 (C12) ppm.
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Synthese de 11:

10 (250 mg, 0,38 mmol) est dissous dans un mélange méthanol/acide acétique (95/5) (5 mL). Le milieu
réactionnel est purgé par de 'azote pendant 15 min, puis le palladium sur charbon (25 mg, 10% w/w) est
ajouté. Le milieu réactionnel est placé sous flux de dihydrogene a température ambiante pendant une
nuit. Une fois la réaction totale, le milieu réactionnel est purgé au diazote pendant 20 min, filtré sur filtre
seringue en PTFE, rincé deux fois avec 5 mL d’éthanol et concentré. 11 est obtenu sous forme de mousse
(217 mg, 98%) sans étape de purification supplémentaire.

FT-IR (pur) : v = 3388 (O-H), 2934 (C-C), 1602 + 1509 + 1460 +
1421 + 1366 (C=Carom), 1258 + 1210 + 1138 (C-O) cm™ ; "H-RMN
(DMSO-dg, 300 MHz) & = 8,75 (s, 1H, Ha3), 7,02-6,64 (m, 8H, He +
Hio + Hiz + Hyg + Hyy + Hyy + Hsg + Hiy), 5,43 (M, 1H, Hys), 5,28 (m,
1H, Hys), 5,00 (s, 1H, Hss), 4,70 (m, 1H, Hys), 4,59 (s, 1H, Hya), 4,44
(s, 1H, Hi), 4,29 (m, 1H, Hsy), 3,77-3,69 (m, 12H, Hyy +Hy +Hs,
+H1,), 3,59 (M, 4H, His +H,4), 3,40 (m, 8H, H, + Hy), 1,69 (m, 2H,
Hs) ppm ; *C-RMN (CDCl5, 75 MHz) & = 150,4, (Cg), 148,2 (Cy),
147,4 (Cyg), 146,1 (Cys), 145,9 (Cy), 143,9 (C;), 140,0 (Cy6), 134,6
(Cs), 133,7 (Co), 128,2 (Cye), 119,9 (Cyy + Cs1), 116,9 (Cio + Cao),
112,9 (Cs0 + Cy7), 111,0 (Cy7 + Ce), 95,5 (Cis), 84,0 (Cas), 72,0 (Cas),
63,8 (Cy), 63,5 (C), 60,4 (Cy3), 56,1 (Ciy + Cy, + C33), 55,9 (Cpo),

3118 (C3)l 3016 (C4) ppm.

Synthese de 15:
9 (840 mg, 1,1 mmol) et I'acide citrique (275 mg, 1,3 mmol) sont dissous dans un mélange acétone (3
mL), éthanol (2 mL) et eau (1,5 mL). La solution de tétraoxyde d’osmium a 4% dans I'eau (170 pL, 27
pumol) est ajoutée et ensuite la solution de N-méthyl morpholine N-oxyde a 0,5 M dans I'eau (270 uL, 1,3
M o mmol) I'est aussi. Le milieu réactionnel est agité a
Y température ambiante toute la nuit, puis neutralisé avec
une solution de Na,5,0; a 2,5 mol.L™! (10 mL) et extrait a
’AcOEt (3*10 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, lavées avec de la saumure, séchées sur
MgSO, anhydre, filtrées et concentrées. Apres
purification par chromatographie flash sur gel de silice
avec un éluant initial composé de cyclohexane/AcOEt
(1/1) et un éluant final AcOEt (100%), 15 est obtenu sous
forme d’une huile (512 mg, 58%).

FT-IR (pur) : v = 3456 (O-H), 2937 (C-C), 1734 (C=0 ester),
1675 (C=0 cétone), 1592 + 1508 + 1454 + 1419 + 1368
(C=C arom), 1209 + 1135 (C-0) cm™ ; "H-RMN (CDCl;, 300 MHz) & = 7,77 (dd, J = 8,4 Hz, J = 2,1 Hz, 1H,
Hs1), 7,68 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Hy;), 7,31-7,44 (m, 5H, His + Hig + H3y), 6,82-6,93 (M, 6H, Hg+ Hyg + Hyy + Hyo +
H,: + Hsg), 5,73 (s, 1H, Hys), 5,47 (d, J = 6,9 Hz, 1H, Hys), 5,23 (s, 2H, Hi3), 4,57 (m, 1H, Hy), 4,39 (m, 1H,
Haisa), 4,21-4,35 (m, 3H, Hiap, + Hsg), 4,12 (m, 1H, H), 3,87-4,01 (m, 9H, H), 3,78 (m, 4H, Hy, + Hy), 2,10 (s,
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3H, Ha1), 2,00 (s, 3H, Hao), 1,21 (t, J = 7,2 Hz, 3H, H3s) ppm ; *C-RMN (CDCl5, 75 MHz) 6§ =190,0 (C,s), 170,9
and 171,4 (Cy + Cua), 167,0 (Ca), 153,3 (Cao), 150,6 (Cis), 149,5 (Cs), 149,5 (Cag), 148,2 (C5), 146,3 (Cyo),
144,5 (C5), 136,2 (Cs4 + Cs + Cyg), 134,4 (C4), 130,7 (Cs), 128,8 (Csq), 128,3 (Cye), 127,5 (Cs), 127,4 (Css),
124,8 (Cs1), 118,8 (Cy), 118,3 (Cy1), 115,0 (Cio), 112,1 (Cs0), 112,0 (Cy7), 110,9 (C17), 110,4 (Ce), 88,4 (Cis),
82,7 (Ca3), 77,4, 74,6, 74,3 (C4), 70,9 (Cs3), 65,5+65,3 (C, + C13), 62,3 (Css), 56,0-56,2 (C11 + Cyy + Cs,), 50,6
(C12), 21,0 (Ca1), 20,9 (Cao), 14,2 (Cs5) ppm ; HRMS : m/z [M+Na]" calculé Cy3H,c015Na’: 825,2726, trouvé :
825,2734.

Synthese de 16:

15 (794 mg, 0,99 mmol) est dissous dans un mélange THF/eau (8,2 mL/2,6 mL). A0 °C, le NaBH, (375 mg,
9,9 mmol, 10 équiv.) est ajouté par portion. A la fin de I'addition, le milieu réactionnel est agité a
température ambiante pendant 18 h. Le THF est éliminé par distillation sous pression réduite et 2,5 mL
de méthanol sont ajoutés. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie flash sur phase inverse
C18 avec comme éluant initial eau/MeOH (1/1) et éluant final eau/ MeOH (1/4). 16 est obtenu sous
forme de mousse (448 mg, 65%).

FT-IR (pur) : v = 3344 (O-H), 2932 + 2873 (C-C), 1602 + 1507
+ 1451 + 1419 + 1321 (C=C arom), 1258 + 1213 + 1135 (C-O)
cm™; *H-RMN (CDCls, 300 MHz) & = 7,31-7,41 (m, 5H, Has +
Hsg + Ha7), 6,81-7,06 (m, 8H, Hg + Hyg + Hy7 + Hyo + Hyy + Hy +
Hso + Ha1), 5,38-5,47 (m, 2H, H,s3 +Hz1), 5,04 (s, 3H, Has + Hy),
4,99 (t, J = 4,5 Hz, 1H, Hs,), 4,76 (m, 1H, Hs), 4,66 (m, 1H,
Hia), 4,53 (m, 1H, Hsg), 4,45 (m, 2H, Hys + Hyo), 4,33 (m, 1H,
His), 3,68-3,77 (m, 10H, Hy; + Hy, + Hsp + Hysy), 3,60 (m, 3H,
H, + Hisp), 3,43-3,48 (m, 2H, Hyy, + Hysa), 3,31 (m, 1H, H,),
3,19 (m, 1H, Haa) ppm ; *C-RMN (CDCl;, 75 MHz) 6 =149,6
(C;), 148,5 (Cy5), 147,8 (Cs), 146,8 (Cyg), 146,3 (Cyo), 143,0-
143,1 (Cyo), 137,4 (Cs4), 136,8 (Ci6), 135,3 (Cy), 134,4 (Cs),
128,4 (C36 + Cq), 127,8 (C37 + Cs5), 119,2 (Cs4), 118,0 (Cy4), 115,1-115,4 (Cyp), 112,9 (Csp), 11,4 (Cy5), 111,0-
111,4 (Cy), 110,4 (Ce), 86,8 (Cy3), 83,5 (Cys), 75,9 (Cu), 72,8-73,0 (Cys), 71,5 (Cs), 69,9 (Cs3), 63,2 (Cy3), 62,7
(Ca4), 60,0 (Cy), 55,7 and 55,4 (Cy, + C3; + Cy1), 53,5 (C12) ppm ; HRMS : m/z [M+Na]" calculé C3;H4,01,Na™
701,2574, trouvé : 701,2565.

Synthese de 14:

16 (325 mg, 0,48 mmol) est dissous dans un mélange MeOH/AcOH (95/5) (4,8 mL). Le milieu réactionnel
est purgé par du diazote pendant 15 min, puis le palladium sur charbon (32 mg, 10% w/w) est ajouté. Le
milieu réactionnel est placé sous flux de dihydrogene a température ambiante pendant une nuit. Une
fois la réaction totale, le milieu réactionnel est purgé au diazote pendant 20 min, filtré sur filtre seringue
en PTFE, rincé deux fois avec 5 mL d’éthanol et concentré. Le brut réactionnel est soumis a des
distillations azéotropiques avec du toluéne (*3) puis de I'eau (*3) pour éliminer les résidus d’acide
acétique. Le produit est obtenu sous forme d’une huile l[égérement jaune (99%).
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FT-IR (pur) : v = 3324 (0-H), 2933 (C-C), 1601 + 1507 + 1451 + 1420
(C=C), 1261 + 1214 + 1134 (C-O) cm™; *H-RMN (DMSO-ds, 300
MHz) 8 = 6.52-7.01 (m, 13H, Hg + Hio + Hiz + Hyo + Hyp + Hyy + Hyo
+H31), 5.45 (m, 1H, Hy3), 4.70 (M, 3H, Hs + H3; + Hsg), 4.39 (m, 3H,
Hys), 4.24 (m, 2H, His), 3.63-3.77 (m, 14H, Hyy + Hyy + Hay + Hisl),
3.08-3.55 (M, 14H, H, + Hs + Hy + Hiy + Hizp +Has + Has) ppm ; PC-
RMN (CDCl;, 75 MHz) & = 149,6-145,5 (C; + Cig + Cg + Cyg + Cyo),
142,9-143,1 (Cyo), 136,8-136,9 (Cy¢), 132,9-134,4 (Cs + Cye), 128,2-
128,4 (C), 118,0-120,7 (Cy; + Cs1), 114,6-115,5 (Cyo + C3o), 113,2-
113,3 (Cy), 110,4-111,4 (Cy; + Cy), 107,8-108,0 (Cs), 86,8 (Cy),
83,7 (Cus), 75,9-76,1 (C4), 72,8-73,1 (Cys), 71,5 (Cs), 63,2-64,3 (Cy3),
62,6 (Caa), 59,9-60,0 (C,), 55,4-55,7 (Cy11 + Cyy + C33), 53,5 (C1z) ppm ;
HRMS : m/z [M+Na]" calculé C3H3601,Na*: 611,2104 trouvé : 611,2110.

La synthése totale des deux triméres cibles, le dihydroxytrimére B-5/B-0-4 du monolignol G (11) ainsi
que le dihydrotrimeére naturel B-5/B-0-4 de G (10) a été menée a son terme en employant une approche
convergente, les produits de départ étant I'acétovanilline d’une part et I'acide férulique d’autre part. Les
molécules désirées ont été synthétisées en 9 étapes avec un rendement global a partir de I'acide
férulique de 20% pour 10 et de 9% pour 11. Les étapes clefs ont été une dimérisation biocatalysée avec
de la laccase de Trametes versicolor suivie d’une substitution nucléophile (Sy2) puis d’'une hydrogénation
pallado-catalysée pour obtenir 10 ou d’une dihydroxylation dans le cas de 11.
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L'un des enjeux majeurs du couple bioraffinerie/chimie verte consiste a produire des molécules
apportant des solutions techniques innovantes et présentant un impact faible tant sur la santé humaine
que sur les écosystémes. Le remplacement des filtres UV actuellement utilisés par I'industrie cosmétique
est un défi stimulant a relever. En effet, I'impact des rayonnements UV sur la prédominance des cancers
de la peau est prouvé, et il est par conséquent important de pouvoir s’en prémunir. Les solutions
actuellement les plus répandues présentent des inconvénients non négligeables. Les filtres minéraux,
principalement les nanoparticules d’oxydes de titanes sont pointées du doigt car I'impact de ce type
précis de nanoparticules est encore mal connu. Bien que la commission européenne autorise |'usage du
dioxyde de titane dans les crémes solaires, elle avertit sur ses dangers potentiels.®® D’autre part, les
filtres organiques sont réputés perturbateurs endocriniens.” De surcroit, la molécule la plus utilisée,

I’octinoxate (4-méthoxycinnamate de 2-éthylhexyle, CAS n° 5466-77-3) en plus

de son supposé effet sur la santé humaine,*® promeut le développement de o O\j\/\/
virus qui détruisent les coraux. Cette molécule a d’ailleurs été interdite

% |’industrie cosmétique cherche activement N

d’utilisation dans certaines files.
de nouvelles solutions, cependant en plus d’éventuelles contraintes
techniques, il existe des contraintes réglementaires fortes pour la mise sur le
marché de nouveaux anti-UV. Pour introduire un nouvel anti-UV, il faut que O
celui-ci posséde une autre activité majeure (antioxydant, blanchissant, Octinoxate

hydratant...).

Les composés phénoliques sont intrinsequement anti-radicalaires donc

O5© CO,H possedent potentiellement des propriétés antioxydantes. De plus, parmi

Xy, CoH les métabolites issus de I'acide sinapique (CAS n° 530-59-6), il a été prouvé

que I'acide trans-sinapoyl malique (CAS n°® 92344-58-6) était synthétisé par

~o o~ les plantes pour absorber les rayonnements solaires dans les longueurs
OH d’onde correspondant aux ultra-violets.”” L’étude de cette molécule a

Acide trans-sinapoyl malique| permis de mettre en évidence que les propriétés anti-UVs étaient dues a sa

conjugaison étendue (cycle aromatique conjugué a un ester a,B-insaturé) et a la présence d’'un
groupement encombrant sur la double liaison facilitant I'isomérisation cis-trans lorsque la molécule est
exposée 3 un rayonnement ultra-violet.”®® Notre hypothése de travail est qu’une augmentation de la
conjugaison via une dimérisation B-B sélective permettrait d’exacerber les propriétés anti-UVs et
antiradicalaires (schéma 40).
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Ces travaux sont partie intégrante de deux projets : L'ANR Sinap’UV qui a pour but de développer de
nouveaux anti-UVs pour des applications cosmétiques et le projet européen Horizon 2020 BoostCrop qui
vise a transformer les rayonnements UV en chaleur afin de permettre la protection des cultures face a
des épisodes de gel voire a implanter des cultures en altitude. Les travaux sur la dimérisation B-B
spécifique ont été débutés dans le cadre du stage de Matthieu Mention et poursuivis lors de son CDD.
Ces travaux ont donné lieu a une publication :

- Biomimetic regioselective and high-yielding Cu(l)-catalyzed dimerization of sinapate esters in
green solvent Cyrene™: towards sustainable antioxidant and anti-UV ingredients. Matthieu M.
Mention, Amandine L. Flourat, Cédric Peyrot, Florent Allais Green Chemistry 2020, 22, 2077-
2085, DOI : 10.1039/D0GC00122H

De plus, le dimeére B-B du sinapate d’éthyle a fait I'objet d’une étude de photochimie chez nos
partenaires de I'université de Warwick en Angleterre, ces travaux ayant été publiés récemment :

- Exploring the photochemistry of an ethyl sinapate dimer: An attempt towards a better
ultraviolet filter. Michael Horbury, Matthew A. P. Turner, Jack S. Peters, Matthieu Mention,
Amandine L. Flourat, Nicholas D. M. Hine, Florent Allais, Vasilios Stavros Frontiers in chemistry
2020, 8, Article 633, DOI: 10.3389/fchem.2020.00633

Pour réaliser la dimérisation souhaitée, le sinapate d’éthyle a été choisi pour servir de molécule modéle
pour I'étude car il est facile a synthétiser en grande quantité et représente un ester simple. Nous nous
sommes tout d’abord inspirés de travaux menés précédemment a la Chaire ABI dans le cadre de la these
d’Abdus Samad Jaufurally.”® Ce dernier avait réussi, en jouant sur la température et la vitesse d’addition
de la laccase de Trametes versicolor dans le milieu réactionnel, a modifier la sélectivité de la dimérisation
de I'alcool sinapylique pour former quasi exclusivement le syringarésinol (93%) (Schéma 41).
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Nous avons appliqué les conditions optimisées pour I'alcool sinapylique au sinapate d’éthyle.
Malheureusement, dans ces conditions, la réaction n’est pas sélective et conduit majoritairement a la
formation d’oligomeres. Pour pallier ce probléme, la réaction a été réalisée dans un systeme biphasique
tampon pH 4.5/AcOEt, a I'image de la dimérisation de I'alcool coniférylique donnant le dimeére B-5
(Schéma 32). Visuellement, les oligomeres semblent moins nombreux (absence de précipité), cependant
la purification n’a permis de récupérer qu’une quantité minime de dimeére. Les oligomeéres solubles
restent majoritaires. De plus, I'analyse RMN effectuée sur la molécule isolée ne correspond pas a la
molécule souhaitée mais au composé 22. D’apreés les données de la littérature, celui-ci serait formé par
addition d’eau sur l'intermédiaire réactionnel de type méthyléne quinone suivie d’une transposition de
la molécule favorisée par le milieu réactionnel acide (Schéma 42).
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Pour limiter I'activité enzymatique de la laccase et la transposition du produit B-B, le pH de la phase
aqueuse a été porté a 6. Les résultats observés ne présentent pas de différence significative. Nous avons
vu que la lipase B de Candida Antarctica supportée sur résine acceptait un milieu 100% organique
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(Chapitre 1). Un essai dans I'acétate d’éthyle a été lancé mais la laccase non immobilisée n’a pas
supporté ces conditions drastiques et aucune conversion n’a été observée. Il est donc important que de
I’eau soit présente dans le milieu. Nous savons, par expérience, que la laccase est active dans une eau
désionisée, I’eau de grade MilliQ (conductivité 18.2 MQ). Dans un milieu biphasique (eau MilliQ/AcOEt),
la transposition du dimere B-B est inhibée. Malheureusement, malgré des essais incluant la variation de
la température, de la quantité et de la vitesse d’addition de I'enzyme, du ratio eau MilliQ/AcOEt, les
oligoméres restent majoritaires. De plus, pour le suivi de la formation des dimeres, une méthode de
séparation par UHPLC a été mise en place (Figure 30). Le produit 22 isolé, le dimére désiré produit selon
le protocole de Bunzel et al. et le sinapate d’éthyle sont utilisés comme standard. Un pic majoritaire est
observé, ne correspondant a aucun des standards introduits. L'oxydation enzymatique produit une
espece radicalaire, les délocalisations possibles pour le radical nous font penser que ce produit est
possiblement le dimére B-0O-4. La laccase ne permet donc ni sélectivité entre les dimeres, ni des dimeres
envers les oligomeres. Nous nous tournons donc vers une autre classe d’enzyme capable de réaliser
I’oxydation des composés phénoliques, les peroxydases.
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En effet, la littérature rapporte des couplages B-p réalisés par action de peroxydases.’*>** De plus, ces

derniéres sont connues pour présenter une affinité faible pour les substrats de type sinapique.’® Cette
derniere caractéristique pourrait permettre de limiter la formation des oligoméres. Le milieu biphasique
ne convient pas aux peroxydases de raifort testées (HRP IV et Il), le sinapate d’éthyle n’étant pas
consommé. Un milieu composé d’eau MilliQ et d’acétone (1:1) permet I'activité des peroxydases,
cependant bien que nous n’observions plus de précipité, les oligoméres restent majoritaires. Cette
constatation va dans le sens des données bibliographiques, une affinité moins forte des peroxydases
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pour les noyaux de type sinapique conduisant a des oligoméres de masses moléculaires plus faibles mais
ne permettant pas d’arréter le processus au stade du dimere. De plus, le dimére 22 et le dimére B-0-4
sont formés en quantité plus importante que le dimére B-B. Un milieu biphasique semble indispensable
pour réduire la proportion du dimere 22 au profit du composé désiré 23 en empéchant I'étape
d’hydratation.

Nos essais de catalyse enzymatique s’étant révélés infructueux, nous décidons de nous tourner vers une
catalyse métallique en nous inspirant de ce que nous connaissons du site actif de la laccase.

Dimérisation au cuivre (I)

Le site actif des laccases est occupé par quatre atomes de cuivre ; un atome de cuivre (I) relativement
éloigné des trois autres atomes de cuivre de types (Il) et (Ill). Le premier est responsable de I'oxydation
des composés phénoliques. Les trois autres atomes de cuivre permettent de transférer |’électron (issu de
I’oxydation) a I’'oxygéne qui sert de co-facteur a I’enzyme. Le cuivre () présent dans la poche du site actif
de 'enzyme est coordonné par deux résidus histidine, H395 et H458 (Figure 31).*® Nous souhaitons

mimer cet environnement pour réaliser la dimérisation.

(’b;

H458

Figure 30 : Environnement du Cu (I) pour la laccase de Trametes versicolor (Piontek et al. 2002)

Le bromure de cuivre est choisi comme source de cuivre () et la pyridine comme substitut de I’histidine.
La réaction est investiguée dans des conditions ou le sinapate d’éthyle est dissous dans la pyridine pour
atteindre une concentration de 0,5 mol.L*, puis le bromure de cuivre (I) est ajouté en quantité
catalytique (10 mol%) (Schéma 43). Le milieu est chauffé a 50 °C pendant 24 h sous agitation. Apres
traitement et purification du brut réactionnel, le produit désiré 23 est isolé avec 62% de rendement.
Dans ces conditions, il n’y a pas de transposition du produit en 22, et de surcroit une sélectivité totale est
observée pour le dimere B-B, le dimére B-0-4 n’étant pas détecté.
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Nous avons réussi a découvrir des conditions opératoires permettant d’obtenir le dimére B-B avec un
rendement correcependant celles-ci sont loin de satisfaire les exigences de la chimie durable. Le point le
plus critique est Iutilisation de la pyridine dans le double réle de ligand et de solvant.”®* Le premier effort
a alors consisté a substituer la pyridine « solvant » par un solvant plus éco-compatible. L'éthanol,
I’acétate d’éthyle et le Cyrene™ ont été testés dans ce rdle en conservant un équivalent de pyridine dans
le milieu (soit 10 équivalents par rapport au cuivre (1)). Seul le Cyrene™ a permis d’obtenir le produit

désiré (Figure 32).

CO,Et
- =

MeO OMe
OH

Pour confirmer la nécessité de la pyridine dans le réle de ligand, une expérience sans pyridine a été
menée, et aucune conversion du sinapate d’éthyle n’a été observée. L’activation du cuivre est donc
nécessaire. D’autres amines ont été testées pour cette activation: la triéthylamine et la 4-N,N-
diméthylaminopyridine (DMAP). Avec cette derniére, le résultat obtenu est trés similaire a celui avec la
pyridine alors qu’avec la triéthylamine, deux produits sont identifiés, le dimére désiré 23 et le produit de
transposition 22. L’aromaticité de I'amine semble donc nécessaire pour initier une bonne sélectivité.
Parmi les amines aromatiques, nous n’avons pas identifié de dérivé susceptible d’étre significativement
moins toxique que la pyridine.

Nous avons également souhaité confirmer le mécanisme de régénération du Cu (l) grace a I'oxygéne de
Iair et ce malgré I'absence de la triade de cuivre (l1) et (lll) présente au sein de I'enzyme. Une expérience
est conduite sous atmosphere inerte. Pratiquement, nous avons appliqué un flux de diazote. La
conversion extrémement faible pour cette réaction (5%) confirme que I'oxygéne est nécessaire pour la
régénération du cuivre (Schéma 44).
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Schéma 44: Mécanisme de I’oxydation catalysée au cuivre

Un nouvel essai, visant a réduire la quantité de pyridine a 0,5 équivalent a été conduit avec succes (63%
de rendement). Un suivi cinétique a été ensuite réalisé pour améliorer le temps de réaction initialement
fixé a 24h (Figure 33). Bien que la conversion du sinapate d’éthyle progresse tout au long du suivi
effectué pour atteindre 100% au bout de 24 h, la production de disinapate de diéthyle connait un
maximum vers 7 h (69%) avant de légerement diminuer. La quantité de sous-produits augmente donc
fortement aprés 7 h de réaction.
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Figure 32 : Suivi cinétique de la réaction par HPLC
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Pour aller plus loin dans I’étude de cette réaction, nous avons mis en place un plan d’expériences afin de

comprendre les parametres importants influengant le rendement et ainsi déterminer un optimum.
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Nous avons choisi de construire ce plan d’expériences autour de quatre variables: la température
(Temp), le ratio entre le substrat et le catalyseur (S/C), le ratio entre 'lamine et le catalyseur (A/C) et
enfin la concentration en substrat dans le milieu. Les intervalles de chaque parametre ainsi que leur
équivalent centré réduit sont indiqués dans le tableau 15. Le temps quant a lui est fixé a 7 h suite a
I’étude cinétique précédemment effectuée. La matrice est générée par le logiciel Modde pour un design
« cubique faces centrées » (Tableau 16), et au total ce plan génére 27 expériences dont le triplicat du
point central.

Variables Niveaux
-1 0 1

Temp (°C) 25 47,5 70

Ratio S/C 2 6 10

Ratio A/C 1 5,5 10

Conc. (mol/L) 0,25 1,375 2,5
Exp Ordre Température Ratio Ratio Concentration Rendement Conversion
(°C) Substrat/Cat Amine/Cat (mol.L?) (%) (%)

N1 3 25 2,01 1 0,249 0,01 0,01
N2 14 70 2,03 1 0,247 0,01 7,58
N3 15 25 10,1 1 0,249 0,01 0,01
N4 27 70 10 1 0,25 0,01 0,01
N5 17 25 2,01 10 0,249 0,01 0,01
N6 4 70 2,01 10,1 0,246 1,63 3,26
N7 7 25 9,95 10,02 0,251 2,84 5,68
N8 23 70 10,2 10 0,246 16,83 20,71
N9 9 25 1,99 1,01 2,49 0,01° 33,31
N10 10 70 2,01 1,02 2,447 3,41 59,34
N11 1 25 10,1 1 2,49 12,27 81,05
N12 11 70 10,2 1 2,447 4,22 83,89
N13 24 25 2,02 10 2,48 3,88 27,71
N14 5 70 2 10,07 2,487 34,49 97,08
N15 12 25 9,91 10,02 2,52 35,49 94,8
N16 20 70 10,3 9,99 2,428 26,23 99,99
N17 13 25 6,02 5,5 1,358 34,99 56,7
N18 26 70 6,06 5,49 1,358 40,78 98,37
N19 21 47,5 1,99 5,51 1,374 55,79 64,59
N20 16 47,5 10,47 5,3 1,358 69,77 99,99
N21 25 47,5 5,99 1 1,368 7,32 88,61
N22 22 47,5 6,02 10,02 1,363 53,29 79,64
N23 8 47,5 6,06 5,5 0,248 5,41 11,18
N24 6 47,5 6 5,51 2,497 49,87 98,69
N25 18 47,5 5,98 5,51 1,374 89,05 98,02
N26 19 47,5 6,02 5,51 1,363 83,3 95,4
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N27 2 47,5 6,03 5,51 1,363 81,46 97,01

N28 28 70 2,01 10,1 0,246 0,01 28,68
N29 29 70 2 10,07 2,487 35,7 88,56
N30 30 25 9,91 10,02 2,52 61,11 95

N31 31 25 6,02 5,5 1,358 57,5 75,11
N32 32 47,5 6,02 10,02 1,363 53,02 60,59

a : Valeur exclue

Les réponses que nous avons souhaitées suivre sont le rendement en dimeére B-B (Y1) ainsi que la
conversion du sinapate d’éthyle (Y2). Ces données ont été obtenues suite a une analyse en HPLC en
comparaison avec une gamme d’étalonnage pour chacun des produits. Apres traitement des données a
I’aide du logiciel Modde, malgré de bons coefficients de régression (R? = 0,95) et de prédiction (Q? =
0,81), la régression générée ne permet pas d’ajuster pleinement le modeéle (validité du modele < 0,25).
En effet, I'erreur interne du modéle reste supérieure a la répétabilité au point central (0,99) et ce malgré
I’exclusion d’un point aberrant pour le rendement (N9) et l'application d’une transformation
mathématique de type logarithmique pour cette méme réponse. Les points présentant la plus forte
variation par rapport a la prédiction sont dupliqués (expériences N28 a N32). Une fois ces nouvelles
données incluses, tous les paramétres sont validés, que ce soit pour le rendement : R2 = 0,88, Q% = 0,77,
validité = 0,92 et répétabilité = 0,85 ; ou pour la conversion du sinapate d’éthyle : R = 0,94, Q2 = 0,90,
validité = 0,64 et répétabilité = 0,93. L'analyse de la variance, réalisée a I'aide des outils statistiques du
logiciel Modde utilisé ici, permet d’établir que les équations générées sont significatives avec une marge
d’erreur du méme ordre de grandeur que celle expérimentale. Les équations avec les valeurs réelles des
variables sont données ci-dessous :

Log (Y1/100—-Y1)
= —6.9034 + 0.0840X1 + 0.0420X2 + 0.4879X3 + 3.6926X4 — 0.0010X12
—0.0469X3%2 — 0.7730X4% + 0.0023X1X3 + 0.0195X2X3 — 0.0495X2X4
—0.0478X3X4

Y2 = —75.7650 + 1.7907X1 + 3.5114X2 + 5.8929X3 + 77.7829X4 — 0.0142X1? — 0.6055X32
—23.8050X42 — 0.0740X1X2 + 0.0369X1X3 + 0.1547X1X4 + 1.9015X2X4

Pour [linterprétation du modele, nous nous intéresserons a la figure 34 ci-aprés montrant les
coefficients pour chaque variable centrée réduite. Cette représentation permet immédiatement de
constater si une variable montre une incidence positive (coefficient positif) ou négative (coefficient
négatif) sur la réponse concernée. Ici les variables indépendantes ont toutes des coefficients positifs, que
ce soit pour le rendement ou la conversion, faisant penser que l'augmentation des facteurs est
bénéfique a la réaction, notamment la concentration qui a le coefficient le plus élevé. Cependant, les
effets carrés de ces mémes facteurs sont négatifs, montrant qu’un optimal peut étre atteint. En effet, un
coefficient carré négatif montre que plus la valeur du terme s’éloigne du point central, plus son impact
sera important sur la perte de rendement ou de conversion. Une fois encore le coefficient le plus
important est celui lié a la concentration. Pour les interactions quadratiques, elles influencent moins
fortement les réponses mais permettent d’affiner le modéle.
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L'analyse des données statistiques est facilitée par I'utilisation des surfaces de réponses (Figure 35). La
représentation sous forme de carte de chaleur permet immédiatement de visualiser les conditions
d’obtention d’une bonne conversion ou d’un bon rendement.

Alors que la « zone chaude » est tres étendue pour la conversion, montrant qu’un grand nombre de
conditions opératoires permet d’atteindre une forte conversion, elle est beaucoup plus restreinte pour le
rendement en dimere B-B. Il faut donc choisir soigneusement les conditions opératoires pour obtenir
une bonne sélectivité. La température optimale va se situer entre 40 et 55 °C pour une concentration
importante de I'ordre de 1,5 & 2,0 mol.L™ qui toutefois n’est pas la limite maximale de notre plan
d’expériences (2,5 mol.L"). En revanche seule la quantité maximum de catalyseur maximise le
rendement. Cependant une quantité d’amine et donc un ratio amine/catalyseur intermédiaire apporte
de meilleurs résultats qu’un ratio plus élevé.
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Figure 34 : Surfaces de réponses obtenues pour la conversion du sinapate d’éthyle (en haut) et le rendement en disinapate de
diéthyle (en bas)
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L'algorithme de type Nelder Mead du logiciel Modde a généré des conditions optimales que nous
testons en duplicata pour valider expérimentalement les résultats statistiques (Tableau 17).

Conditions Temp (°C) S/C A/C Conc (mol/L) t(h) Conv (%) Yield (%)
Prédites 51,5 10 7,6 1,81 7 100 84-98
Expérimentales 51,5 10 7,6 1,81 7 99/100 89/88

Bien que le maximum ne soit pas atteint pour le rendement, nous sommes dans la fourchette de
I’estimation fournie par le logiciel, et par conséquent les résultats statistiques sont validés.

Grace a cette optimisation, nous avons gagné en concentration de maniere importante, de 0,5 a 1,81
mol.L", soit 1,45 L de solvant économisé par mole de réactif, ceci sans augmenter fortement la
température ou les quantités d’amine et de catalyseur.

Si nous réutilisons les indicateurs évoqués dans le chapitre 1 que sont le PMI et I'Ecoscale, le PMI passe
de 14,3 pour la procédure non optimisée a 4,6 pour la procédure optimisée, et ce, sans prendre en
compte le traitement et la purification (Tableau 18). Globalement, la réaction est 3 fois moins
consommatrice de produits. La réaction optimisée a un Ecoscale excellent de 81/100 sans tenir compte
du traitement et de la purification, celui-ci restant trés bon (78/100) avec le traitement (étant donné que
la réaction ne nécessite pas de purification une fois optimisée). A contrario, la réaction non optimisée est
fortement impactée par son rendement moyen (62 %, 19 points de pénalité), ce qui nécessite une
purification par chromatographie (10 points de pénalité supplémentaires), I’'Ecoscale chutant alors a
52/100. Il est de plus a signaler que les points de pénalité liés a la sécurité sont dus a I'usage de la
pyridine, hautement inflammable, aspect que nous réduisons fortement dans la procédure optimisée.

L Points de pénalité de la Points de pénalité de la
Catégorie . . N N
réaction non optimisée réaction optimisée

Rendement 19 6
Prix des réactifs 3 0
Sécurité 10 10
Besoin technique 0 0
Température/Temps 3 3
Traitement/Purification 13 3
Total 48 22

Par la suite, la méthode développée a été appliquée a une série d’esters sinapiques synthétisés au

laboratoire soit par estérification de Fischer' ou de Steglich®® & partir de I'acide sinapique, soit par
Knoevenagel-Doebner & partir du syringaldéhyde.'? Ces synthéses ont été réalisées par Cédric Peyrot et

Matthieu Mention ainsi que par moi-méme. Matthieu a par la suite mis en ceuvre la dimérisation avec
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deux méthodes, l'initiale utilisant la pyridine comme solvant et celle optimisée. Les rendements apres
purification par chromatographie flash sont reportés dans le tableau décrit ci-aprés (Tableau 19).

O OR
Procédure non optimisée
X CuBr (10 mol%), Pyridine (31 équiv.),
E 24 h, 50 °C
Procédure optimisée
~0 O~ CuBr (10 mol%), Pyridine (0,76 &quiv.), /
OH Cyrene (1.81 moI/L‘1) 7 h,51,5°C
Rendement pour la
. S o d Rendement pour la
Composé R procédure ntzn optimisée procédure optimisée (%)
23 % N 62 89
24 B NN 64 90
25 ”’*/\<\/\ 55 88
26 L‘a)< 58 89
27 “a)\ 58 91
|
O
28 @ 42 87
ks
0
29 >(°Noj< 42 88
o} O\f

Les rendements optimisés sont du méme ordre de grandeur pour toutes les molécules testées, ce qui
confirme que la procédure est généralisable a I’'ensemble des esters sinapiques.

Afin de déterminer des relations structures-activités, quatre nouveaux composés sont synthétisés. Les
modifications apportées a 23 ont porté sur la protection du phénol par acétylation (composé 30) ou par
méthylation (composé 31), ainsi que sur la conjugaison qui a été diminuée soit par hydrogénation
pallado-catalysée des doubles liaisons (composé 32), soit par réduction sélective des esters au DIBAL-H
(composé 33) (Schéma 45).
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Spectres d’absorbance

Les spectres UV de chaque composé (23 a 33) sont réalisés dans I’éthanol (10 umol.L™) et comparés au
composé commercial utilisé en cosmétique (I'octinoxate), ainsi qu’au métabolite secondaire des
plantes (I'acide trans-sinapoyl malique) (Figure 36).
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Tous les dimeres testés présentent des spectres d’absorbance similaires (Figure 36), seul celui du
sinapate de guaiacol est légerement décalé par rapport aux autres, probablement du fait de la
contribution du noyau aromatique du guaiacol. L’absorbance maximale de nos composés est supérieure
a celle des composés de référence. Des augmentations de facteurs 1,4 et 1,6 sont observées
respectivement pour I'octinoxate et I'acide trans-sinapoyl malique. Ce maximum d’absorption est centré
autour de la méme longueur d’onde (335 nm) pour I'acide trans-sinapoyl malique, et décalé par rapport
a celui de I'octinoxate (310 nm). Nous pensons que cet effet bathochrome par rapport a I'octinoxate est
lié au fait que les phénols de nos molécules sont libres. Enfin, le point majeur notable est I'élargissement
de la bande d’absorption, puisqu’alors que I'acide trans-sinapoyl malique absorbe de 270 a 360 nm, nos
composés absorbent de 270 jusqu’a 400 nm, couvrant ainsi I'ensemble des UV-A et des UV-B. Ces deux

206

types d’UV sont principalement mis en cause dans les développements de cancers de la peau.” Nos

molécules pourraient ainsi permettre de simplifier les formulations cosmétiques et de limiter leur
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toxicité. En effet, la benzophénone, composé pétro-sourcé et perturbateur endocrinien suspecté, est
207

utilisé en tant qu’anti-UV-A.
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La comparaison du spectre d’absorbance du composé 23 (rouge) avec ceux des composés acétylé 30
(vert) et méthylé 31 (rose) confirme que I'effet bathochrome observé précédemment est bien lié a la
protection de la fonction phénol (Figure 37). Celui-ci est plus marqué avec l'acétate (250-360 nm)
comparativement aux données pour le dérivé méthylé (265-370 nm). De plus, I'intensité maximale de
I’'absorbance diminue trés légérement entre 23 et 31, cette baisse étant plus prononcée dans le cas de
30. Toutefois, I'intensité reste largement supérieure a celle du sinapate d’éthyle (violet). Pour les
composés réduits (32 et 33), la perte d’intensité ainsi que le décalage de la zone d’absorption est
spectaculaire. Pour 33, bien que la conjugaison soit présente entre les deux noyaux aromatiques, la perte
de la conjugaison avec I'ester conduit a la perte de la moitié de I'absorbance par rapport au sinapate
d’éthyle, confirmant I'importance de la conjugaison avec I’ester pour anticiper des propriétés anti-UVs.

L'utilisation d’une combinaison de diméres B-B non protégés et acétylés pourrait permettre de couvrir
avec une intensité maximum I’ensemble des UV-A et UV-B.

Stabilité

La stabilité des molécules sous irradiation UV a été testée dans un Rayonet équipé de 12 lampes UV a
254 nm. Le pourcentage de dégradation est évalué par rapport a la diminution du pic d’absorbance au
Amax- Les résultats sont reportés dans la Figure 38.
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Figure 37 : Pourcentage de dégradation des dimeéres d’esters sinapiques 23 a 29 et 31 et des références (octinoxate et acide
trans-sinapoyl malique) sous irradiation UV

Les dimeres synthétisés sont trés peu stables dans ces conditions par rapport a nos références avec des
pourcentages de dégradation supérieurs a 50%, a l'exception du composé 29, le dimere de trans-
sinapoyl malate de ditertbutyle, qui présente une dégradation similaire a celle de I'octinoxate, et la
molécule 31 qui correspond au dimére 23 méthylé. Il semblerait que la protection de la fonction phénol
ainsi que la présence d’un groupement ester trés encombrant soient des atouts pour la stabilité des
dimeéres. Cependant, cette tendance ne se retrouve pas sur les monomeres initiaux (Figure 39). En effet,
la dégradation du sinapate d’éthyle méthylé (violet) est légerement supérieure a celle du sinapate
d’éthyle (jaune). De plus, aucune tendance nette ne se dégage quant a I'encombrement du groupement
ester. En effet alors que nous avions une progression de la stabilité entre les dérivés diéthyl, diisopropyl
et ditertbutyl dans le cas des dimeéres (jaune > vert foncé > bleu clair), celle-ci n’est pas retrouvée chez
les monomeéres (isopropyl > tertbutyl > éthyl soit vert foncé > bleu clair > jaune). De méme le trans-
sinapoyl malate de ditertbutyle est peu stable par rapport a I'autre monomere et moins stable que le
dimére formé. Il n'est donc pas possible de prédire la stabilité du dimére par rapport a celle du

monomere et inversement.
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Nos composés ont été comparés a deux antioxydants commerciaux largement utilisés, le BHT et la BHA.
Le BHT se retrouve notamment dans de nombreuses formulations cosmétiques. Un test au radical DPPH
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl, CAS n°1898-66-4) est couramment utilisé au laboratoire pour déterminer
des activités antiradicalaires. Cependant, la réaction de nos composés avec le DPPH a généré des
composés absorbant a 520 nm, la longueur d’onde permettant habituellement de suivre la décroissance
du radical DPPH. Pour réaliser cette comparaison, nous nous sommes donc tournés vers une autre
espéce radicalaire, 'ABTS™. Pour générer ce radical, une solution d’ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), CAS n° 250-396-6), et de peroxodisulfate de potassium (K,S,0g, CAS
n° 7727-21-1) a été préparée selon le protocole de Re et al.*®

Tous nos composés présentent une activité antiradicalaire plus importante que celle du BHT. En effet, la
quantité de réactif nécessaire pour la diminution de la population de radicaux de 50 % (EC50) est
nettement plus faible pour nos molécules (2,73 - 6,51) que pour le BHT (8,65). En revanche, nos dimeéres
présentent une activité assez similaire a celle du BHA, a I'exception des composés 29, 32 et 33 qui
présentent des activités plus marquées. L'activité supérieure de 32 par rapport a 23 est similaire a ce qui
a été observé pour les macrobisphénols, ou la réduction de I'insaturation entraine une plus forte activité
antiradicalaire. L’hypothése avancée par Reano et al. est qu’une dismutation se produit, conduisant a la
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régénération de la fonction phénol pour les molécules insaturées. Le composé 33 est également trés
efficace car I'alcool sinapylique montre une activité plus importante que celle des esters (Figure 40). La
méme explication est valable pour la molécule 29 dont le précurseur montre lui aussi une plus forte
activité que les autres esters, probablement due a son trés fort encombrement (Figure 41).
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Figure 39 : Activité antiradicalaire des diméres B- obtenus en comparaison du BHT et du BHA
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Figure 40 : Activité antiradicalaire des esters sinapiques précurseurs des diméres -

L'activité radicalaire étant liée aux fonctions phénoliques, nous désirons calculer le gain réel apporté par
la dimérisation et pour cela nous réalisons le calcul suivant :
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EC50 dimére
EC50 monomere/2

Gain=1—

Les résultats reportés dans le tableau 20 montrent que la dimérisation n’apporte pas de gain réellement
significatif, se révélant |égerement positif ou négatif selon les molécules.

Diméres B-B Gain
23 -0,52
24 -0,05
25 0,11
26 0,07
27 -0,19
28 -0,11
29 0,24
32 -0,13
33 0,03

Le syringaldéhyde, le bromure de cuivre (1), I'aniline, la pyridine, I'acide malonique, I’"heptanol, le tert-
butanol, I'iso-propanol, le guaiacol, le carbonate de sodium, l'iodure de méthyle, I'acide acétique, la
solution d’hydrure de diisobutyl aluminium 1M dans le dichlorométhane (DIBAL-H), le palladium sur
charbon (10% m/m), le persulfate de potassium, la laccase de Trametes versicolor et les peroxydases de
raifort (HRP Il et HRP IV) ont été achetés chez Sigma-Aldrich. L'acide de Meldrum, I’ABTS et le 2-
éthylhexanol ont été achetés chez TCI. Le HCI concentré ainsi que les solvants ont été achetés chez Fisher
Scientific. Le Cyrene™ a été offert par Circa Group LTD. Les solvants deutérés sont fournis par Euriso-top.
Tous les réactifs ont été utilisés tels quels.

Les évaporations ont été conduites sous pression réduite (Vario Vacuubrand pump) a I'aide d’un Buchi
R300. Les chromatographies Flash ont été réalisées a I'aide d’un Puriflash 4100 (Interchim) avec des
colonnes pré-packées INTERCHIM PF-30SI-HP (30 um silica gel). Les analyses infrarouges ont été réalisées
a I'aide d’un Cary 630 FTIR (Agilent). Les spectres RMN sont enregistrés sur un Fourier 300 (Bruker). Les
spectres RMN 'H des échantillons sont enregistrés & 300 MHz, le déplacement chimique étant reporté en
partie par million (ppm) relativement au pic résiduel du solvant (CDCl; & = 7,26 ppm ; DMSO-d¢ 6 = 2,50
ppm ; Acétone-d6 & = 2.05 ppm). Les spectres RMN °C des échantillons sont enregistrés a 75 MHz et
calibrés sur le pic résiduel du solvant (CDCl; 6 = 77,16 ppm ; DMSO-d¢ 6 = 39,52 ppm ; Acétone-d6 6 =
29.84 ppm). Les spectres UV/Visible sont enregistrés dans I'éthanol (C = 10° mol.L™") dans des cuvettes
en quartz a I'aide d’un spectrophotometre Cary 60 UV-Vis (Agilent). Les points de fusion sont réalisés sur
MP50 (Mettler Toledo) avec des tubes capillaires ME-18552 suivant un programme de chauffe de 2
°C.min™ de 40 °C a 170 °C. Les analyses HPLC sont conduites sur un systéme Ultimate 3000
(ThermoFischer) équipé de deux détecteurs (un DAD a 320 nm et un corona ultra RS) et d’une colonne
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Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1¥*50 mm*1,8 um) sous un débit de 0,6 mL.min™ & 30 °C. Un gradient est
appliqué de 75/25 a 70/30 acétonitrile/eau MilliQ sur 18 min. Les spectres de masse haute résolution
sont réalisés par la plateforme PlAnet de I"URCA sur un Micromass GC-TOF. Le logiciel Modde v.12.0
(Umetrics AB, Suéde) est utilisé pour générer le design CCF, analyser les données expérimentales,
déterminer les coefficients significatifs du modele et établir I’équation de modélisation ainsi que fournir
les informations statistiques (R?, Q2 reproductibilité, validité) nécessaires pour valider la cohérence du
modele. Les tests d’activités antiradicalaires sont conduits a I'aide d’'un Epoch 2 (Biotek) dans des
plaques 96-puits.

Syntheéses des esters sinapiques

Synthese du sinapate d’éthyle (19)

Le syringaldéhyde (10 g, 55 mmol, C=4 M), I'acide malonique (8,6 g, 82,5 mmol, 1,5 équiv.), I'aniline (0,1
équiv.) et la pyridine (14 mL) sont introduits dans un ballon. Le milieu réactionnel est mis sous agitation a
une température de 60 °C pendant 23 h. La solution est versée dans de I'eau glacée avant d’étre acidifiée
jusqu’a pH=2 a I'aide de HCl,.. Le précipité obtenu est essoré, puis lavé jusqu’a pH neutre avec de |'eau.
Une poudre jaune est obtenue (84%).

Point de fusion : 193 °C; FT-IR (pur) : 3306 (OH), 1658 (C=0), 1513 (C=C.;) cm™; UV : Ay (EtOH, nm)
203, 218, 308 ; *H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) & : 3.79 (s, 6H, Hs), 6.42 (d, 1H, J=15.9 Hz, H,), 6.99 (s, 2H,
H,), 7.49 (d, 1H, J=15.9 Hz, Hg), 8.92 (s, 1H, Hpnenol), 12.14 (s, 1H, Hacge) ppm ; *C-RMN (75 MHz, DMSO-
d6) 6 : 56.1 (Cs), 106.0 (C,), 116.1 (Cg), 124.6 (C,), 138.0 (C,), 144.9 (C,), 148.0 (C;5), 168.0 (C,) ppm.

L’acide sinapique (20 g, 89,3 mmol, C=1 M), I’éthanol (90 mL) et quelques gouttes de HCl,, sont
introduits dans un ballon. Le milieu réactionnel est mis sous agitation et chauffé a reflux pendant 28 h.
Aprés refroidissement a température ambiante, I’éthanol est évaporé sous pression réduite pour donner
une huile. Celle-ci est diluée dans 100 mL d’acétate d’éthyle puis lavée avec 3*50 mL de NaHCOs;;,; et 50
mL de NaClg,. La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium anhydre puis évaporée aprés
filtration. Un solide orange est obtenu (96%).

Point de fusion : 71 °C;; FT-IR (pur) : 3499 (OH), 1687 (C=0), 1512 (C=C,,) cm™; UV : Amax (EtOH, nm) 202,
239, 329 ; *H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) & : 1.25 (t, 3H, J=7.2 Hz, H,), 3.79 (s, 6H, Hs), 4.16 (quad, 2H,
J=7.2 Hz, Hg), 6.53 (d, 1H, J=15.9 Hz, H,), 7.03 (s, 2H, H,), 7.55 (d, 1H, J=15.9 Hz, Hg), 8.97 (s, 1H, Hoheno)
ppm; C-RMN (75 MHz, DMSO-d6) & : 14.3 (C;), 56.1 (Cs), 59.7 (Cs), 106.2 (C,), 115.0 (Cg), 124.4 (Cy),
138.3 (C,), 145.3 (C,), 148.2 (C3), 166.6 (C,) ppm.

Synthése des monoesters de malonate
a) L'acide de Meldrum (5,0 g, 35 mmol) et I’heptan-1-ol ou le 2-éthyl-hexylalcool ou le gaiacol (35
mmol, 1 équiv.) sont fondus a 95 °C sous agitation. Apres 3 h de réaction, le milieu réactionnel
est ramené a température ambiante, dilué dans I'acétate d’éthyle et lavé avec une solution
saturée d’hydrogénocarbonate de sodium. La phase aqueuse est acidifiée avec du HCl, jusqu’a
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pH 1 et extraite a I'acétate d’éthyle. Les phases organiques sont regroupées et séchées sur
sulfate de magnésium anhydre, filtrées et concentrées.

U 4 6 8 i, Malonate de monoheptyle (77%, huile incolore). FT-IR (pur) : 2926, 2856,

HOW Ts O T T 1714, 1463, 1410, 1318, 1150 cm™; *H-RMN (300 MHz, CDCl;) : 6 0,88 (t, 3H, J

= 6 Hz, Hip), 1,29 (M, 8H, He355), 1,65 (M, 2H, Hs), 3,44 (s, 2H, H,), 4,17 (t, 2H, J

= 6,7 Hz, Hy) ; *C-RMN (75 MHz, CDCls) : 6 14,2 (Cyo), 22,7 (Cs), 25,8 (Cs), 28,5 (Cs), 29,0 (C5), 31,8 (Ce),

40,7 (C,), 66,4 (C4), 167,5 (C3), 171,11 (C;) ; HRMS (m/z): [M+Na]* calculé CyoH;50,Na*: 225,1103,
trouvé : 225,1103.

j\j\ 4.6 8 Malonate de mono-2-éthylhexyle (83%, huile jaune pale). FT-IR (pur) : 2958,

HO™1 0/\(\7/\9 2928, 2861, 1717, 1461, 1410, 1382, 1318, 1267, 1149 cm™ ; *H-RMN (300 MHz,

1 DMSO-d6): & 0,85 (M, 6H, He11), 1,29 (m, 8H, Hesg10), 1,54 (M, 1H, Hs), 3,36 (s,

2H, H,), 3,97 (s, 2H, Ha), 12,76 (s, 1H, Heoon); C-RMN (75 MHz, DMSO-d6): & 10,8 (Cs), 14,0 (Cy1), 22,4

(Ca), 23,1 (C1o), 28,3 (C,), 29,7 (Co), 38,1 (Cs), 41,7 (Cs), 66,6 (C,), 167,0 (Cs), 168,1 (C;); HRMS (m/z) :
[M+Na]* calculé CioH1504Na* : 225.1103, trouvé : 225.1103.

6 , Malonate de monoguaiacol (60%, cristaux blancs). Les caractérisations menées sont
O O

5
J@ ¢ conformes a celles reportées dans la littérature.”®
HO 0%
1 9

23

_0

10

b) L'acide de Meldrum (4.0 g, 27.8 mmol) et un exces de tert-butanol ou d’isopropanol sont

chauffés a reflux pendant au moins une nuit. Le milieu réactionnel est ramené a température
ambiante et I'excés d’alcool est évaporé.

)OJ\/I?\ J< Malonate de mono-tert-butyle (97%, huile jaune pale). Les caractérisations menées
HO O 210

1,34 5 sontconformes a celles reportées dans la littérature.
o o J\ Malonate de mono-iso-propyle (76%, huile jaune pale). Les caractérisations menées

HOJ1|\2/I3LO 25 sont conformes a celles reportées dans la littérature.”"!

Protocole général de synthése pour les esters de sinapyle a partir des mono-esters de malonate

Le mono-ester de malonate (8,6 mmol), le syringaldéhyde (1,89 g, 10,4 mmol, 1,1 équiv.), I'aniline (79 uL,
0,86 mmol, 0,1 équiv.) sont mis en solution dans la pyridine (5,7 mL). Le milieu réactionnel est agité une
nuit a 60 °C. Apres retour a température ambiante, le milieu réactionnel est dilué avec une solution de
HCl 1M (10 mL), puis est extrait a I'acétate d’éthyle (2*10 mL). Les phases organiques sont regroupées,
séchées sur MgSO, anhydre, filtrées et concentrées. Les bruts réactionnels sont purifiés par
chromatographie flash sur gel de silice en utilisant comme éluant un mélange de cyclohexane et
d’acétate d’éthyle.

oo L 2 M Sinapate d’heptyle, huile brune (72 %). FT-IR (pur): 3406, 2925, 2853, 1700,
«As & 8 10121631, 1601, 1511, 1455, 1424, 1375, 1337, 1279, 1252, 1214, 1149, 1109 cm'l,'

N
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UV (Ethanol): A, 202, 241, 330 nm ; 'H-RMN (300 MHz, Acétone-d6): 6 0,77 (t, 3H, J = 6,8 Hz, Hy,), 1,23
(m, 8H, Hg10,11), 1,58 (m, 2H, H;), 3,79 (s, 6H, Hs), 4,08 (t, 2H, ) = 6,7 Hz, Hg), 6,19 (d, 1H, J = 15,9 Hz, Hp),
6,65 (s, 2H, H,), 7,47 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H,) ppm ; *C-RMN (75 MHz, CDCl5): & 14,1 (Cy,), 22,6 (Cy1), 26,0
(C10), 28,8 (C5), 29,0 (Co), 31,8 (Cg), 56,3 (Cs), 64,7 (Ce), 105,0 (Cy), 116,0 (Cp), 125,9 (C4), 137,1 (C4), 144,9
(Ca), 147,2 (C3), 167,3 (C,) ppm ; HRMS (m/z) : [M+H]" calculé CygH,,0s : 323,1858, trouvé : 323,1855.

12 13 Sinapate de 2-éthylhexyle, huile jaune orangée (66 %). FT-IR (pur) : 3407, 2928,
o Vo\ﬂi/g\/ll 2858, 1699, 1631, 1598, 1511, 1455, 1424, 1377, 1337, 1278, 1252, 1214, 1148,

a B 1109 cm™; UV (Ethanol) : Ay 202, 240, 332 nm; *H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) : 6

2 ’ 0188 (tl 6Hl J = 714 HZI H11,13)r 1I34 (ml 8HI H8,9,10,12)r 1159 (ml 1Hl H7)I 3180 (sl 6Hl

0a%; 9 Hs), 4,05 (dd, 2H, J = 5,7, 2,0 Hz, H), 6,53 (d, 1H, J = 15,9 Hz, Hg), 7,03 (s, 1H, Hy),
5

7,54 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H,), 9,00 (s, 1H, Hynenol) ; *C-RMN (75 MHz, DMSO-d6) : &
10,9 (Ci1), 14,0 (Ci3), 22,5 (Cao), 23,2 (C12), 28,4 (Cs), 29,8 (Cs), 38,4 (C;), 56,1 (Cs), 65,7 (Ce), 106,2 (C,),
114,9 (Cp), 124,4 (Cy), 138,2 (C,), 145,4 (C,), 148,0 (Cs), 168,9 (C,) ; HRMS (m/z) : [M+Na]* calculé
CioH,50sNa* : 359,1834, trouvé : 359,1835.

006 Sinapate de tert-butyle, poudre jaune pale (56 %). Point de fusion : 68 - 71 °C ; FT-IR
a8 ' 7 (pur): 3388, 2970, 2933, 1706, 1631, 1598, 1511, 1463, 1424, 1367, 1333, 1308, 1248,

2 > 1222, 1133, 1096 cm™ ; UV (Ethanol): Amax 202, 204, 238, 327 nm ; *H-RMN (300 MHz,
cIJ 3Ya cIJ Acétone-d6): 6 1.46 (s, 9H, H), 3.85 (s, 6H, Hs), 6.29 (d, 1H, J = 15.9 Hz, Hg), 6.95 (s, 2H,
5 " H,), 7.46 (d, 1H, J = 15.9 Hz, H,) ; *C-RMN (75 MHz, Acétone-d6) : & 28.4 (C;), 56.6 (Cs),

80.1 (Cg), 106.5 (C,), 118.0 (Cg), 126.2 (Cy), 139.1 (C4), 145.0 (C,), 148.8 (C3), 166.9 5 (C,); HRMS (m/z) :
[M+Na]" calculé CisH00sNa* : 303.1208, trouvé : 303.1207.

0108

W A8 f Sinapate d’iso-propyle (73%, huile jaune pale). Les caractérisations menées sont
) 1 conformes a celles reportées dans la littérature.”™
(0] 3 4 (0]

Sinapate de guaiacol (55%, solide jaune-orangé). Point de fusion : 158 - 160 °C ; FT-IR (pur): 3377, 3062,
2 3021, 2936, 2842, 1716, 1603, 1496, 1458, 1426, 1380, 1338, 1307, 1286, 1248, 1213,
o yoﬂiﬁm 1154, 1106 cm™; UV (Ethanol) : Ama 201, 220, 242, 337 nm ; *H-RMN (300 MHz, DMSO-
a” B ;Ao d6): 83,77 (s, 3H, Hy,), 3,82 (s, 6H, Hs), 6,78 (d, 1H, J = 15,9 Hz, Hg), 6,97 (td, 1H, /= 7,7,
> ° 1,5 Hz, H,), 7,14 (m, 4H, H,5), 7,25 (td, 1H, J = 7,7, 1,5 Hz, Hyo), 7,73 (d, 1H, J = 15,9 Hz,
N Ha), 9,08 (s, 1H, Honsnol) ; *C-RMN (75 MHz, DMSO-d6): § 55,7 (Cy,), 56,1 (Cs), 106,6 (C,),
5 112,8 (Cs), 113,7 (Cp), 120,6 (C;), 123,0 (Co), 124,3 (C4), 126,8 (Cyo), 138,7 (C4), 139,5 (Ce),
147,3 (C,), 148,1 (Cs), 151,1 (Cyy), 164,8 (C,) ; HRMS (m/z) : [M+Na]" calculé CygH1506Na’ : 353,1001,
trouvé : 353,1002.

Synthese du trans-sinapoyl malate de ditertbutyle
J<13 Le trans-sinapoyl malate de ditertbutyle a été synthétisé en suivant la procédure
o vo\l(lofé décrite par Allais et al. (33 % rendement global, huile jaune). FT-IR (pur) : 3421, 2976,
q (0]
8
o

asB 7

1

2 j<
910

34?

OH
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2935, 1711, 1631, 1599, 1512, 1456, 1367, 1218, 1138, 1109 ; UV (Ethanol) : A.x 242, 334 nm ; 'H-RMN
(300 MHz, DMSO-d6) : & 1,41 (s, 18H, Hig13), 2,79 (m, 2H, H,), 3,81 (s, 6H, H,), 5,25 (m, 1H, He), 6,60 (d,
1H, J = 15,8 Hz, Hy), 7,06 (s, 2H, H,), 7,61 (d, 1H, J = 15,8 Hz, Hy), 9,04 (s, 1H, Honanor) ; *C-RMN (75 MHz,
DMSO-d6) : & 27,5 (Co), 27,7 (C1s), 37,0 (C;), 68,7 (Cs), 80,9 (Cs), 81,9 (C12), 106,4 (C,), 113,7 (Cq), 124,2
(C1), 138,6 (Ca), 146,7 (Cy), 148,1 (Cs), 165,8 (C,), 167,7 (Cs), 168,2 (C11) ; HRMS (m/z) : [M+Na]" calculé
C,3H3,04Na* : 475,1944, trouvé : 475,1950.

Synthése des dimeres B-p d’esters sinapiques

Procédure initiale

L’ester sinapique (32 mmol) et le bromure de cuivre (1) (0,46 g, 3,2 mmol) sont dissous dans la pyridine
(80 mL, 993 mmol). Le milieu réactionnel est agité a 50 °C pendant 24 h dans un ballon ouvert. Le milieu
réactionnel est ensuite ramené a température ambiante, puis de l'acétate d’éthyle et une solution
d’acide chlorhydrique a 1 mol.L" sont ajoutés. Les phases sont séparées, la phase aqueuse est extraite a
I'acétate d’éthyle. Les phases organiques sont combinées, lavées avec HCl 1M, séchées sur MgSO,
anhydre, filtrées et concentrées. Le produit désiré est récupéré apres purification par chromatographie
flash en utilisant un solvant cyclohexane/acétate d’éthyle.

Procédure optimisée

L’ester sinapique (1 mmol, 1,81 M), CuBr (14,3 mg, 0,1 mmol) et la pyridine (61 uL, 0,76 mmol) sont
dissous dans le Cyrene™ (552 puL). Le milieu réactionnel est agité a 51,5 °C pendant 7 h dans un ballon
ouvert. Le milieu réactionnel est ensuite ramené a température ambiante, de I'acétate d’éthyle et une
solution d’acide chlorhydrique a 1 mol.L™ sont ajoutés. Les phases sont séparées, la phase aqueuse est
extraite a I'acétate d’éthyle. Les phases organiques sont combinées, lavées avec HCl 1M, séchées sur
MgSO, anhydre, filtrées et concentrées.

23 (62% non optimisé / 89% aprés optimisation, poudre jaune). Point de fusion : 98
- 101 °C; FT-IR (pur) : 3525, 3263, 2956, 1693, 1580, 1510, 1452, 1329, 1212, 1152,
1102, 1028 cm™ ; UV (Ethanol) : Ap.x 203, 243, 331 nm ; 'H-RMN (300 MHz,
Acétone-d6) : 6 1,12 (t, 6H, J = 7,1 Hz, H;), 3,76 (s, 12H, Hs), 4,14 (g, 4H, J = 7,0 Hz,
He), 6,96 (s, 4H, H,), 7,82 (s, 2H, H,) ; *C-RMN (75 MHz, Acétone-d6) : & 14,6 (C,),
56,6 (Cs), 61,3 (C¢), 108,8 (C,), 126,2 (Cg), 126,6 (C1), 139,0 (C4), 142,7 (C,), 148,6
(Gs), 167,6 (C,) ; HRMS (m/z) : [M+Na]" calculé CysH3050Na" : 525,1737, trouvé :
525,1740.

24 (64% non optimisé / 90% apres optimisation, huile brun clair). FT-IR
(pur): 3464, 3168, 2924, 1707, 1582, 1513, 1453, 1329, 1214, 1107 cm’
1. UV (Ethanol) : Amax 201, 244, 333 nm ; 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6)
160,82 (t, 6H, J = 6,9 Hz, Hyy), 1,16 (m, 16H, Hg g 10,11), 1,42 (m, 4H, H5),
OSSN 366 (s, 12H, H), 3,98 (m, 2H, He), 4,10 (m, 2H, Hq), 6,93 (s, 4H, H,),
7,78 (s, 2H, Hg), 9,04 (s, 2H, Honsnol) ; *C-RMN (75 MHz, DMSO-d6) : &
13,9 (C12), 22,0 (Cyq4), 25,3 (Cyo), 28,2 (Co), 28,3 (C7), 31,2 (Cg), 55,8 (Cs),
64,5 (C¢), 107,8 (C,), 124,0 (Cg), 124,6 (C,), 138,0 (Cy), 141,6 (C,), 147,7
(G3), 166,7 (C,) ; HRMS (m/z) : [M+H]" calculé C3gHs,040" : 643,3482, trouvé : 643,3473.
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25 (55% non optimisé / 88% aprés optimisation, huile brun clair). FT-IR
(pur) : 3407, 2927, 1698, 1588, 1510, 1454, 1329, 1213, 1152, 1104 cm™
; UV (Ethanol) : Anax 202, 244, 333 nm ; *H-RMN (300 MHz, CDCl;) : &
0,77 (m, 12H, Hiyj113), 1,15 (m, 16H, Hgg1012), 1,42 (m, 2H, H-), 3,79 (s,
12H, Hs), 3,95 (m, 2H, He), 4,03 (m, 2H, He), 5,71 (s, 2H, Hohenol), 6,84 (s,
4H, H,), 7,81 (s, 2H, Hy) ; *C-RMN (75 MHz, CDCl5) : § 11,0 (Cyy), 14,2
(Ci3), 23,0 (Cyo), 23,8 (Cy2), 29,0 (Co), 30,4 (Cg), 38,9 (C;), 56,30 (Cs), 67,3
(Ce), 107,1 (C,), 125,5 (Cg), 126,3 (Cy), 136,7 (Cy), 142,1 (C,), 147,0 (Cy),
167,6 (C,) ; HRMS (m/z) : [M+H]" calculé : C3gHss040" : 671,3795, trouvé : 671,3800.

26 (58% non optimisé / 89% aprés optimisation, poudre jaune). Point de fusion :
75 - 77 °C; FT-IR (pur) : 3394, 2933, 1689, 1588, 1510, 1452, 1331, 1245, 1145,
1105 cm™ ; UV (Ethanol) : Amax 204, 244, 328 nm ; *H-RMN (300 MHz, Acétone-
d6) : & 1,36 (s, 18H, H-), 3,77 (s, 12H, Hs), 6,92 (s, 4H, H,), 7,67 (s, 2H, Hy) ; **C-
RMN (75 MHz, Acétone-d6) : & 28,0 (C), 56,2 (Cs), 80,4 (Cs), 107,9 (C,), 108,3
(Ca), 126,8 (Cg), 128,1 (Cy), 138,1 (C4), 141,3 (C,), 148,3 (C3), 166,9 (C,) ; HRMS
(m/z) : [M+Na]" calculé C3oH330,0Na" : 581,2363, trouvé : 581,2358.

27 (58% non optimisé / 91% aprés optimisation, poudre jaune). Point de fusion :
48 - 51 °C; FT-IR (pur) : 3384, 2935, 1688, 1587, 1509, 1451, 1370, 1325, 1214,
1154, 1092 cm™; UV/Vis (Ethanol): Amax 201, 244, 333 nm ; 'H-RMN (300 MHz,
Acétone-d6) : 6 1,04 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H,), 1,18 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H;), 3,76 (s,
12H, Hs), 4,98 (sept, 2H, J = 6,3 Hz, H), 6,94 (s, 4H, H,), 7,78 (s, 2H, H,) ; *C-RMN
(75 MHz, Acétone-d6) : & 21,9 (C;), 22,1 (Cy), 56,6 (Cs), 68,6 (Cs), 108,6 (C,), 126,8
(Cg), 126,9 (Cy), 138,8 (C4), 142,4 (C,), 148,6 (C3), 167,2 (C,) ; HRMS (m/z) [M+Na]"
calculé CygH3,010Na* : 553,2050, trouvé : 553,2049.

28 (42% non optimisé / 87% aprés optimisation, poudre jaune). Point de
fusion : 128 - 131 °C; FT-IR (pur) : 3398, 2935, 1712, 1585, 1498, 1453, 1329,
1211, 1148, 1105, 1021 cm™; UV (Ethanol) : Ayax 202, 246, 338 nm ; *H-RMN
(300 MHz, DMSO-d6) : 6 3,58 (s, 6H, H1,), 3,72 (s, 12H, Hs), 6,87 (dd, 2H, J =
7,9, 1,7 Hz, H,), 6,95 (td, 2H, J = 7,6, 1,4 Hz, Hg), 7,11 (dd, 2H, J = 7,9, 1,7 Hz,
Hio), 7,15 (s, 4H, H,), 7,23 (m, 2H, H), 8,04 (s, 2H, Hy), 9,20 (s, 2H, Honenol) ; “C-
RMN (75 MHz, DMSO-d6): 6 55,6 (C1,), 55,9 (Cs), 108,3 (C,), 113,1 (Cy), 120,7
(Cs), 122,5 (C7), 122,6 (Cg), 124,4 (Cy), 127,0 (Co), 138,5 (C4), 139,6 (C6), 143,9
(Co), 147,7 (Cs3), 151,1 (Cyy), 164,9 (C,) ; HRMS (m/z) : [M+Na]" calculé : C3sH3,01,Na" : 681,1948,
trouvé : 681,1953.

29 (42% non optimisé / 88% aprés optimisation, poudre jaune). Point de fusion : 72 - 74 °C ; FT-IR
(pur) : 3421, 2975, 1709, 1590, 1510, 1454, 1366, 1212, 1143, 1101 cm™; UV (Ethanol) : Ay.. 204,
243, 329 nm ; *H-RMN (300 MHz, DMSO-d6): § 1,33 (m, 18H, Hy), 1,37 (m, 18H, Hys), 2,74 (m, 4H,
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H,), 3,66 (s, 12H, Hs), 5,19 (m, 2H, He), 6,88 (m, 4H, H,), 7,77 (s, 2H, Hy),
9,05 (s, 2H, Hohenol) ; *C-RMN (75 MHz, DMSO-d6): & 27,5 (Cy0,13), 36,8 (C7),
55,8 (Cs), 69,2 (Cq), 80,7 (Co), 81,7 (C1), 108,0 (C,), 122,3 (Cg), 124,1 (Cy),
138,2 (C4), 142,6 (C,), 147,6 (C3), 165,5 (C,), 167,4 (Cy1), 168,0 (Cg) ; HRMS
(m/z) : [IM+Na]" calculé : C4Hg,015Na" : 925,3834, trouvé : 925,3835.

Méthylation du composé 23

23 (201 mg, 0,40 mmol, 0,5 M) est dissous dans du N,N-diméthylformamide anhydre (800 pL) sous N..

Puis, K,CO; (276 mg, 2 mmol) et de l'iodure de méthyle (125 uL, 2 mmol) sont ajoutés. Le milieu

réactionnel est agité toute la nuit, puis dilué avec HCl 1M. Aprés quelques minutes, de I'acétate d’éthyle

est ajouté et les phases sont séparées. La phase organique est lavée a |'eau et a la saumure, séchée sur
MgS0O, anhydre, filtrée et concentrée.

30 (93%, solide orange). Point de fusion : 130 - 132 °C; FT-IR (pur ): 2936, 1695, 1573,
1500, 1459, 1415, 1333, 1230, 1115, 1029 cm™; UV (Ethanol): Ama, 202, 230, 310 nm ;
'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) : & 1,10 (t, 6H, J = 7,1 Hz, Hg), 3,77 (s, 12H, Hs), 3,84 (s,
6H, He), 4,15 (m, 4H, H-), 6,78 (s, 4H, H,), 7,83 (s, 2H, Hy) ; *C-RMN (75 MHz, DMSO-
d6) : & 14,2 (Cg), 56,1 (Cs), 61,1 (Ce), 61,4 (C;), 107,1 (C,), 126,9 (Cg), 130,4 (Cy), 139,5
(Ca), 142,3 (C,), 153,2 (C3), 167,0 (C,) ; HRMS (m/z) : [M+Na]" calculé C,gH3,050Na" :
553,2050, trouvé : 553,2051.

Acétylation du composé 23

23 (201 mg, 0,40 mmol) est dissous dans de I'anhydride acétique (189 uL, 2 mmol) et de la pyridine (193
uL, 2,4 mmol). Le milieu réactionnel est agité toute la nuit. Le précipité obtenu est
filtré et lavé avec HCl 1M, puis a I’eau et séché.

31 (95%, solide jaune pale). Point de fusion: 99 - 101 °C; FT-IR (pur) : 2939, 1767,
1695, 1584, 1502, 1460, 1416, 1227, 1192, 1125, 1010 cm™; UV (Ethanol) : Amax 205,
222,299 nm ; *H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) : 6 1,10 (t, 6H, J = 7,1 Hz, Hy), 2,31 (s, 6H,
H,), 3,73 (s, 12H, Hs), 4,15 (m, 4H, Hg), 6,72 (s, 4H, H,), 7,81 (s, 2H, Hy) ; *C-RMN (75
MHz, DMSO-d6) : § 14,2 (Cs), 20,6 (C;), 56,2 (Cs), 61,5 (Cs), 106,4 (C,), 128,0 (Cg), 129,8
(Ca), 133,2 (Cy), 142,4 (C,), 152,2 (Cs), 166,7 (C,), 168,6 (Cs) ; HRMS (m/z) : [M+Na]*
calculé C3oH3,0,Na" : 609,1948, trouvé : 609,1946.

Réduction sélective du dimére 23

23 (1 g, 1,99 mmol, C=0,2 M) est dissous dans de I’éthanol (10 mL). Le milieu réactionnel est placé sous
atmosphere de diazote pendant 15 minutes. Le palladium sur charbon (0,1 g, 10 % massique) est
introduit toujours sous atmosphére de diazote. Le milieu réactionnel est ensuite placé sous flux de
dihydrogene. Au bout de 60 h, le dihydrogene est éliminé par un flux de diazote et le catalyseur est
éliminé par filtration sur Célite®. Le brut réactionnel est concentré.

111



32 (95%, solide jaune pale). Point de fusion : 73 - 76 °C ; FT-IR (pur) : 3443, 2937, 1720,
1609, 1515, 1457, 1369, 1323, 1207, 1105, 1031 cm™; UV (Ethanol) : Amax 207, 273 nm ;
'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) : 6 1,08 (t, 6H, J = 7,2 Hz, H), 2,79 (m, 4H, H,), 2,89 (m,
2H, Hg), 3,68 (s, 12H, Hs), 3,96 (q, 4H, J = 7,2 Hz, He¢), 6,34 (s, 4H, H,), 8,16 (s, 2H, Hohénol)
; BC-RMN (75 MHz, DMSO-d6) : 6 14,0 (C;), 35,5 (C,), 48,6 (Cg), 55,8 (Cs), 59,9 (Ce),
106,3 (C,), 128,4 (Cy), 134,0 (C,), 147,7 (Cs), 173,0 (C,) ; HRMS (m/z) : [M+Na]" calculé
Cy6H34010Na" : 529,2050, trouvé : 529,2048.

23 (2 g, 3,96 mmol, C=0,1 M) et du dichlorométhane anhydre (4 mL) sont introduits dans un ballon placé
dans un bain de glace. Le milieu réactionnel est mis sous diazote, puis le DIBAL-H (7 équiv.) est ajouté
goutte a goutte en 10 minutes. Aprés 1 h d’agitation, la réaction est arrétée par ajout de 15 mL
d’éthanol. Les solvants sont évaporés sous vide jusqu’a I’obtention d’un gel qui est repris avec 100 mL
d’eau et extrait par 3*100 mL d’acétate d’éthyle. La phase organique est séchée sur sulfate de
magnésium anhydre, filtrée puis placée a I’évaporateur rotatif. Le solide jaune obtenu est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice, avec comme éluant un mélange cyclohexane/acétate d’éthyle
| OH ! (30/70 puis 0/100).

33 (46%, solide jaune). Point de fusion : 84 - 86 °C ; FT-IR (pur) : 3352 (OH), 1511 (C=C,,)
cm™; UV (Ethanol) : Ama (éthanol) 210, 274 nm ; *H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) : 6 3,63 (s,
12H, H5), 3,92 (dd, 4H, J = 14,4, 3,9 Hz, Hy), 5,10 (t, 2H, J = 5,1 Hz, Haicc01), 6,56 (s, 2H, Ha),
6,81 (s, 4H, H2), 8,38 (s, 2H, Hyhenol); *C-RMN (75 MHz, DMSO-d6) : & 55,7 (C5), 63,6 (Cy),
105,3 (C2), 124,1 (Ca), 127,2 (C1), 134,7 (C4), 139,0 (CB), 147,7 (C3) ; HRMS (m/z):
[M+Na]+ calculé Cy,H,s0gNa" : 441,1525, trouvé : 441,15109.

Plan d’expériences

L'effet des 4 variables indépendantes X; (Température), X, (ratio Catalyseur/Substrat), X; (Ratio
Amine/Catalyseur) et X, (Concentration) sur les réponses Y; (rendement) et Y, (conversion) est modélisé
par une équation polynomiale :

Yi= B0+ Z Bkixi + Z Bkiixi? + Z Z Bkijxixj

=13 =13 i=12 j=i+13

ou Y, représente la réponse i, x; sont les variables indépendantes centrées réduites, B, est une constante
et Bu, Buir et By sont respectivement les coefficients linéaire, quadratique et d’interaction.

xi = Xi— X04Xi ou i =1,2,3,...,k
x; est sans dimension, X; est la valeur réelle de la variable, X, est la valeur réelle au point central et AX; est
le pas.

Test d’activité antiradicalaire

La procédure du test a ’ABTS est adaptée de Re et al.”*®

Une solution d’ABTS"* est préparée dans I'eau en mélangeant I’ABTS (C = 7 mmol.L™) et le persulfate de
potassium (concentration finale 2.45 mmol.L™). Le mélange est agité dans le noir pendant 16h, puis dilué
50 fois avec de I'éthanol afin d’atteindre une absorbance d’environ 0,7 a 734 nm et 37 °C. Dans une
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microplaque 96 puits, 10 pL d’une solution de dérivé antiradicalaire (concentration finale dans le puit
allant de 2 & 60 umol.L™) et 190 pL de la solution d’ABTS™ sont incubés a 37 °C. L’absorbance est
enregistrée a 734 nm jusqu’a ce que le signal soit stable (6 min). Une référence (190 uL de la solution
d’ABTS"" et 10 uL d’éthanol) et un blanc (200 pL d’éthanol) sont également réalisés en méme temps que
chaque expérience.

Une méthode efficace de dimérisation sélective a été mise en place, permettant la formation de la
liaison B-B a partir d’esters sinapiques, avec de tres bons rendements. L’augmentation de la conjugaison
ainsi obtenue a permis d’améliorer les propriétés anti-UV des molécules, notamment en élargissant
fortement la bande d’absorption. Les diméres synthétisés absorbent dans la totalité des UV-A et des UV-
B. Ce sont également de bons anti-radicaux, méme si I’augmentation de la dimérisation n’apporte pas de
gain significatif, si le résultat est rapporté au nombre de phénol(s) par rapport au monomere. En
revanche, les dimeres obtenus sont malheureusement peu stables dans les conditions d’exposition UV
testées. Il serait intéressant de réaliser des tests avec un simulateur de rayonnement solaire afin de
connaitre leur stabilité dans un cadre plus proche de l'utilisation finale et d’identifier les produits de
dégradation générés le cas échéant. De plus, des combinaisons avec plusieurs molécules pourraient
créer des synergies favorables limitant la dégradation comme viennent de le montrer mes collégues dans

213

une publication récente sur des composés de structures proches.”” Une perspective serait donc

d’évaluer des formulations.
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Les acides para-hydroxycinnamiques représentent une famille de composés aux multiples propriétés.
Ces dernieres peuvent étre améliorées par modifications chimiques. Nous avons montré que ces
modifications peuvent étre réalisées dans des conditions catalytiques douces répondant ainsi aux
principes de la chimie verte. Les anti-UVs ainsi synthétisés représentent une alternative aux composés
pétrosourcés toxiques actuellement utilisés. Les possibilités de ce domaine sont d’autant plus
importantes que des combinaisons de molécules peuvent étre envisagées soit pour couvrir une plus
grande gamme de longueur d’ondes soit pour apporter des activités secondaires ou encore stabiliser une
formulation. Les principales applications des acides p-hydroxycinammiques se trouvant dans des
secteurs d’activités (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) ol le respect environnemental et
sanitaire ainsi que la naturalité sont des enjeux majeurs, il est indispensable de proposer des solutions
techniques allant dans ce sens avec des molécules présentant des toxicités faibles et obtenues par des
procédés éco-compatibles.

En dehors de cette vision tournée vers I'industrie, une approche fondamentale est aussi possible a partir
des acides para-hydroxycinnamiques. En effet, en tant que précurseurs des lignines, ils sont également
une source importante de connaissances dans le défi de la déconstruction de ces polyméres complexes.
IIs sont donc vecteurs de potentielles innovations de rupture.
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Conclusion générale

Décarboner I'’économie pour réaliser la transition écologique nécessaire a la préservation de notre
planéte est un enjeu majeur. Une exploitation ambitieuse et raisonnée des ressources renouvelables est
indispensable a cette mutation. En effet, les productions agricoles devront couvrir les besoins
alimentaires humain et animal, la production énergétique (biogaz, biocarburants) ainsi que la production
de produits de commodités (détergents, textiles) et de spécialités (lubrifiants, médicaments).

Dans cette thése, nous avons montré le potentiel d’une molécule issue de la flash pyrolyse de la
cellulose, la Iévoglucosénone et d’une famille de composés issus de la voie de biosynthése des lignines,
les acides p-hydroxycinnamiques. La cellulose et les lignines étant deux des composés majeurs des
plantes (50 a 75% de la biomasse totale) et n’entrant pas directement en compétition avec
I'alimentation, leur exploitation est un levier pour le développement de la bioéconomie.

Une économie réellement « verte » passe non seulement par |'utilisation de matieres premiéres
renouvelables mais également par des procédés de transformation éco-compatibles. Appliquer ce
concept a la chimie a donné naissance aux 12 principes de la chimie verte (Figure 42).

Prévention des pollutions \

Economied’atomes

Synthéses chimigues moins nocives
Conceptionde produits chimiques plus sirs
Alternative aux solvants et auxiliaires polluants
Limitation des dépenses énergétiques
Utilisation de ressources renouvelables
Réduction des sous-produits et des déchets
Procédés catalytiques

10. Produits biodégradables

11. Analyses en temps réel

\ 12. Limitation des risques d’accidents /

Dans ces travaux, deux approches ont été menées. A partir de la Iévoglucosénone, molécule biosourcée

el L

disponible, nous avons voulu développer son potentiel via la production de molécules plateformes
(Schéma 46) pour ouvrir de nouveaux marchés a cette molécule nouvellement disponible. A I'inverse les
acides p-hydroxycinammiques sont bien connus pour leurs propriétés physico-chimiques
(antiradicalaires, anti-UVs) et biologiques (anticancéreux) mais |'approvisionnement pour ces composés
reste problématique. Ils sont donc biosourgables mais souvent pétrosourcés. Dans la revue soumise a
ChemSusChem, les trois voies de production des acides p-hydroxycinnamiques sont discutées. Pour la
voie chimique, celle-ci démarre des benzaldéhydes correspondants. Ceux-ci peuvent étre obtenus par
dégradation de la lignine. C'est pourquoi nous nous intéressons a des modeles de lignines susceptibles
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d’étre employés dans des études de dégradations (Schéma 47). Dans ce manuscrit, une synthése totale
est proposée pour des trimeres de lignines. D’autres travaux, non discutés ici, en partenariat avec 'UTC,
sont en cours de rédaction sur les mécanismes d’internalisation au sein de champignons lignivores de

molécules issues de la dégradation de modéles DHPs.
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Pour en revenir a la chimie verte, lors de la construction des voies de synthése, si les réactions
envisagées étaient déja décrites dans la littérature, une analyse critique des protocoles a été menée
dans le but de réduire l'utilisation des composés nocifs, de limiter I'utilisation de solvants et la
génération de sous-produits. Cependant, si nous considérons la synthese des diméres B-B, la littérature
ne fournit aucun protocole efficient. L'expertise au sein de 'URD ABI sur la réactivité des composés
phénoliques a permis d’élaborer une voie de synthese biomimétique dans un solvant biosourcé. La
méthodologie des plans d’expériences a été appliquée pour optimiser le rendement de la réaction mais
également comprendre l'influence des différents facteurs entrant en jeu afin de réduire au maximum
I’emploi de solvants, éviter une étape de purification, et diminuer I'utilisation de réactifs nocifs.

Lors de la synthése de la HBO, les protocoles existants étaient performants mais loin des standards de la
chimie verte comme nous I'avons montré grace aux outils d’analyse que sont I'Ecoscale et le calcul du
PMI. En revanche, une voie biocatalytique était décrite sur des cétones cycliques, I'adaptation de ce
protocole a la LGO a entrainé la premiére synthése « verte » de la HBO. Les outils statistiques mis en
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ceuvre ont prouvé que les conditions pour une bonne recyclabilité de I'enzyme étaient antagonistes a un
fort rendement. Cependant cette étude a révélé la forte réactivité de la LGO conduisant a un protocole
innovant, ne faisant intervenir que du peroxyde d’hydrogene sans solvant, ni catalyseur.

Lors des synthéses totales de la dairy lactone et des chaines grasses des rhamnolipides, des étapes
innovantes sont combinées avec des étapes plus classiques améliorées de fagon incrémentale. La
combinaison des deux approches permet d’aller vers des produits a forte valeur ajoutée rapidement tout
en évaluant les points d’amélioration ainsi que les blocages qui nécessiteraient une rupture
technologique.

Dans cette optique, le recyclage des catalyseurs métalliques ou des solvants pourrait également étre
envisagé. A I'échelle du laboratoire, la balance entre le gain de cette récupération et son colt main
d’ceuvre, logistique et énergétique ne sera probablement pas favorable. Cependant, les informations
collectées pourraient permettre une meilleure projection a plus grande échelle. De fagon générale,
anticiper les problématiques dés la conception au laboratoire, que ce soit pour un changement d’échelle
ou en termes de toxicité permet de porter un regard critique indispensable a I'amélioration des
synthéses proposées ainsi que des pratiques opérées.

La veille bibliographique mais également les échanges avec des collegues quel que soit leur domaine de
compétences nourrissent le débat et au final I'innovation. L’expertise d’un pair en chimie peut
contribuer a la compréhension fine des mécanismes mis en ceuvre et donc a revoir les conditions
opératoires. La discussion avec un spécialiste du génie des procédés donne de nouvelles contraintes a
prendre en compte mais également apporte de nouvelles armes pour surmonter ces contraintes. La
biologie sous ces divers aspects ouvre un vaste champ des possibles mais également sous contrainte. Ces

échanges sont une source d’inspiration pour proposer des innovations de rupture.

Ces ruptures qui apportent de grand progrés rapidement sont alimentées par les freins identifiés lors de
recherches incrémentales. Par la suite, ces dernieres contribuent a I'optimisation des innovations pour
gu’elles donnent leur plein potentiel.

Les enjeux liés au changement climatique induisent des contraintes fortes favorisant I'innovation par le
besoin de changer radicalement de logiciel. Cela passe par I'interrogation sur nos habitudes et pratiques
au laboratoire. L'objectif est de proposer des syntheses efficaces mais également éco-congues de la
provenance des réactifs jusqu’a la purification finale.
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Valorisation de co-produits de filigres agroindustrielles : de la chimie verte aux applications

Un pazsage & une doonomie verte et de plus en plus pressant comme e confirme le récent rapport du GEEC. Afin de soutenir la structuration
de filiéres sgro-ind ustrielles disrables pour la production d’énergie ou de produits de commaodité, le développement paralléde de marches de
plus petit volume mais de trés forte valewr ajoutée et nécesiadre. Dans ostte optique, deus developpements seront sbordées 3 partir de
coproduits d'une premigre transformation de ressource renouvelsble.

Premitrement, lindustrie papetitne, en orise, génére de grandes guantités de sciure de bais gui pewvent Etre transformees par flash pyrobye
en lévoglucosénone. Cette moddcule chirale, bi-opcligue présentant de nombreuses fonctionnalités chimiques (oétone, soétal, alcéne) et un
compasé plateforme ouyrant un vaste champ d'opportunités pour la chimie bigsourcée. L obiention de moléoules chirales 3 partir de ia
voglucosénane ouvre des applications dans ke domaine pharmacsutigue, dans le secteur du bio contrdle ot auss dans industrie agro-
alimentasire.

Deuxitsmerment, led acides pars-hydropeinnamigues obteniss § pantis de résidus agricoles tels que le son de blé, e tourtesux de colta, de
tournesol ou de moutarde, représentent wne ource de compas2s phénoligues & fort potertied, Ces molédules sont connues pour possédes un
oertain nombre d'acivités physico-chamigues [anti-radicalaine, anti-UV] &t biologigues janticancérews, anti-infiammatodne ], Des vodes de
fonctionnalization de ces mokécules par des procidés de synthése respectant les concepts de la chimie werte seront explorées dans le but
d"améfiarer ces propriétés, notamment pour la production & anti-UA.

Lévoglucosénone, acides para-hydrowycinnamigues, [5ly-hydroayméthyl-a B-buténalide, chimie verte, scide férulique, sdde sinapigue

Agrolndustrial co-product valorization : from Green Chemistry to applications

The need far a shift o a green economy s beooming increasingly urgent as confirmed by the recent IPCC report. in ordes to support the
structuring of sustainable agra-industrial sectors for the production of energy or commaodities, the paralle! development of markets with
smaller valumes but with a very high added value i necessary. Among theds hbgh-potential markets, the health and cosmetics sectors are
particulardy promising. Two developments related to plant chemistry will be addressed by the prism of co-products generated after a first
transiormation of renewable resourte.

in the first place, the paper industry, in crisis, generates large guantities of sawdust that cen be converted by flash pyroheis into
levoglusosename. This chiral, bi-cyclic [5 and T-membered) molecubs with nsmerous chemical Functionalities [ketone, acetal, alkens) iz a
platformn wmpound opening up & vast field of opportunities for biosaurced chemistry. Dbtaining chirad molecules from leveglucosenane opens
up applications in the pharmao=utical field, in the bio-control sector and also in the food industry.

iOn the ather hand, para-hydroxycinnamic acids obtained from agricultural residues sech as whest bran, rapessed or sunfiower meal ar
miustard bran represent a source of phenolic compounds with high potential. These modecules are known to possess 3 certain number of
physico-chemical (anti-radical, anti-UV] and bological [anticancer, anti-inflammatory ) activities. Pathways of lunctionalization of these
miobecubes by synthetic methods respecting the concepts of green chemistry will be explored in order o improve these properties, especially
far the production of anti-Ly.

Levoglucasenone, para-hydraxycinramic acids, | Shy-hydroxymethyl-a, B-butenclide, green chemistry, Ferulic acid, sinapic acid
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