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sec et reprise par un mClange de  20ml de CH,CI,, 1 ml de pyridine et 1 ml(7 mmoles) de (CF,CO),O. 
A p r h  1/2 h B 0” et l/, h B 20”, le milieu riactionnel cst verse sur 30 g de glace, extrait (3 x 30 nil 
dc CHCl,) et  les extraits organiques l ads  (HCl N, NaHCO, 10yo dans H,O) et  sCchCs (MgSO,) 
sont CvaporCs & sec, puis soumis B I’analyse par CGL. Les pics les plus constants ct  les plus im- 
portants ont Ct6 rep6res par des lettres et  leurs V p F  sont les suivantes: A (0,07), B (0,09), C (0,13), 
D (0,21), E (0,72), F (0,80), G (0,29), H (0,31), I (0,70), J (0,69). Les r6sultats sont portCs dans Ic 
tableau. 

La structure de certains des composCs obtcnus - h (23), D (15), E (24) - a 6t6 dtablie par 
comparaison avec des 6chantillons authentiques obtenus par trifluoroac6tylation d u  conipos6 
adCquat dans les conditions dCcrites plus haut. Les mClanges ont d’autre part  C t B  soumis k l’ana- 
lyse par CGL.-SM. B l’aide d’un chromatographe Perkin-Elmer 990 coup16 B un spectromktre de 
masse RMU 61, Hitachi Perkin-Elmer. 

I1 ne se forme de 23 (CGL.) ni lors de la trifluoroacktylation de 5 ,  ni lors du  traitement de 19 
par des mClanges (CF,CO),O/pyridine et  CF,COOH/pyridine. Lors de la reduction dc 5 (essais 
no 3) il ne se forme pas de dCsoxy-5-O-isopropylid&ne-l,2-B-D-arabinofurannose, alors mkme quc 
la trifluoroac6tylation du milieu reactionnel conduit 2 13,5% de 23. 

Les analyses 61Cmentaires ont 6tC effectu6cs par le Dr K .  Eder (Ecole de Chimie, Universite 
de Genhe)  que nous remercions bien vivement. Les SM. ont dtC r6alisks dans le Laboratoire de 
SpectromCtrie de masse de 1’Ecole de Chimje de 1’UniversitC de Genhve sons la direction du Prof. 
A .  Buchs B qui nous exprimons notrc reconnaissance. Les expdriences de CGL.-SM. ont Ctd 
effcctuees par le Prof. Tabacchi (Institut de Chimie, Universit6 de Neuchgtel) que nous rcmcrcions 
bien vivement. Nous remercions le Dr U. Burger (dCpartement de Chimie organique) pour I’en- 
registrement de certains des RMN. B 100 MHz. Nous remercions le Fonds Nutionul Suisse de la 
Recherche Scientzfique de subsides (no 2123-69 et  2479-71). 
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227. Premihres Btudes sur la biogBnhse de la proferrorosamine A 
par  M. Pouteau-Thouvenot, J .  Padikkala, M. Barbier 

Institut de Chimie des Substances Naturelles du CNRS, F-91 Gif-sur-Yvettc 
A. Helbling et M.Viscontini1) 

Institut de Chiinic organique dc I’UmversitC, Ramistrasse 76, CH-8001 Zurich 

(28 V I I  72) 

Rksunzd. Nous avons pu montrcr & l’aide de substances radioactives que l’acidc picolique est 
lc prkcurseur imin6diat de la proferrorosamine A. L’acide glutamique pcut Btre transforme par 
Pseudomonas rosezlsfluorescens en acide picolique puis &tre incorpor6 dans la partie pyridinique du  

l) 
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Produits naturels chcz lcs microorganisincs, 5 e  communication [l]. 
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propigment tandis que les atomcs de carbonc formant le noyau pyrrolinique provienncnt d’autrcs 
metabolites quc iious n’avons pas encore identifi6s. La lysine scmble jouer le m6me rBle que 
I’acide glutaminique et  ceci d’une maniere encore plus pronondc. 

La proferrosamine A (I)  est produite en grande quantitk lorsque Pseudonaoizas 
roseus flztorescens J. C. Marchal 1937 est cultivk en milieu synthktique dkpourvu d’ions 
ferreux. 

Nous avons d6,jA constatk que par adjonction de tryptophane B ce milieu de culture 
la production de proferrorosaniine A ktait fortement inhibke [I]. En vue de mettre en 
kvidence la relation pouvant exister chez ce microorganisme entre la proferrosamine A 
et la biosynthkse du tryptophane, nous avons dkcidk d’ktudier quels ktaient les 
mktabolites prkcurseurs de ce propigment. Nous rapportons dans ce mkmoire les 
premiers rksultats obtenus avec l’acide picolique et l’acide glutamique. Ayant constatk 
que l’acide glutarnique favorisait la formation de proferrorosamine A, nous avons 
commenck par cultiver Ps. roseus fluorescens en prksence d’acide D, L-glutamique 
[I4C(3, 4)]. On obtient alors une proferrorosamine A radioactive (pourcentage d’in- 
corporation : 1,3%, rapport6 au seul acide L-glutamique). Aprks dkgradation oxyda- 

I I1 

tive, toute la radioactivitk du propigment I se retrouve dans l’acide picolique 11. On 
peut donc supposer que l’acide glutamique est un prkcurseur du noyau pyridinique 
chez Ps. roseus fluorescens et que celui-ci est ensuite condensk avec un deuxiknie 
fragment encore A dCterminer pour former la proferrosamine A. 

Pour vkrifier cette nouvelle hypoth6se nous avons synthktisk l’acide picolique- 
[14COOH] et cultivk Ps. roseus fluorescens dans le milieu synthktique dkpourvu d’ions 
ferreux, en prksence de ce nouveau produit. Nous avons alors constatk que l’acide 
picolique radioacti E ktait massivement incorpork (environ 50%) dans la proferrorosa- 
mine A et se retrotivait intkgralement dans l’acide picolique obtenu par dkgradation 
oxydative du propigment. 

De ces expkriences iious pouvons tirer deux conclusions : 
1” la proferrorosamine A (I) est biosynthgtiske B partir d’acide picolique (11) et 

d’un deuxigme mktabolite contenant la structure I11 encore k dkterminer. 

c--c 
I + I  

\ 4’\COOH c 
N H,N’ ‘COOH 

Ir 111 

2” Cliez Ps. roseusfluorescens et dam les conditions cxpkrimentales de ce travail, 
l’acide glutamique peut servir de prkcurseur B la biosynthkse de l’acide picolique. On 
peut envisager la condensation de l’acide glutamique (IV) avec un mktabolite (V) 
conduisant B un dkrivk VI  de l’acide lutidique lequel est ensuite transforink en acide 
picolique 11. 
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Jusqu’ici on a toujours prksentk la lysine cornme prkcurseur de l’acide picolique. 
I1 en est probablement de m&me chez Ps. yoseus fluoyescens, car chez ce microorga- 
nisme la lysine accentue la formation de proferrorosamine A plus fortement que 
l’acide glutamique (travaux en cours). I1 est possible, comme il est de rcgle chez les 
ittres vivants, que l’acide picolique soit biosynthktisk par deux chaines enzymatiques 
diffkrentes, l’une A partir de la lysine, l’autre A partir de l’acide glutamique. Nous 
poursuivons nos expkriences dans cette direction. 

Enfin nous avons vkrifik que l’acide pipkcolique n’est pas incorpork d’une manicre 
sensible dans la proferrorosamine A et qu’il ne participe pas de manicre apprkciable 
A la biosynthkse de ce propigment. 

La synthhse de l’acide pi~olique[~~COOH] (IX) a C t C  effectuke en traitant le pyridyl- 
2-lithium (VIII) par 14C0, selon les r6actions suivantes: 

~- 
laCo2 ri‘l n-I3ut-L1 /\ 

---+ LJ\ L1 \H”‘14COOH 
~~ 

\ Y\B* N 
VII  VIII  IX 

Nous avons pour cela adapt4 A nos besoins un ensemble de procCdCs assez com- 
pliquts [2] que nous avons rkunis et simplifiks ainsi que nous le dkcrivons dans la 
partie expkrimentale de ce travail. 

Fig. 1. 
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Nous rcmcrGions lc Prof. J .  G. NIarchuZ, Univcrsit6 de Nancy, du Pseudornonas roseusflzmres- 
C C I Z S  qu’il a bicn voulu mettre B notrc disposition, M. H .  Frohofev, chef du laboratoire de micro- 
analyse de 1’Institut de Chimie Organiquc dc l’Uuivcrsit6 de Zurich pour les mesures de radio- 
activit6 et  le Prof. E .  Ledever, Gif-sur-Yvette, dc 1’intCri.t qu’il a port6 8. ce travail. Nous remer- 
$ions 6galenient. le CEA (Saclay) pour unc subvention ayant facilit6 l’achat de l’acide gluta- 
~i i iqucL~~C (3, 4)]. 

Partie experimentale 
n-ButyZ-Zithiurn. - Dans un ballon B trois cols dc 200 ml, muni d’un entonnoir B robinet, d’un 

therniomhtre pour basses tcmpCraturcs, d’un tube B azote e t  dont on a chassC tout I’oxygkne par 
un courant d’azote, on introduit 50 ml d’Cthcr anhydrc ct 2,18 g (0,315 6quiv.) de lithium en fines 
lamelles. On refroidit B - lo” ,  mClange lc tout par agitation magn6tiquc ct ajoute goutte goutte 
dans l’espace de 30 min. une solution dc 17,1 g (0,125 mole) de bromo-1-butane dans 25 nil d’6ther 
anhydre. Lorsque l’addition est terminkc on laissc la tcmpkraturc rcmontcr B 5” cn continuant 
l’agitation pendant unc hcure. La suspension est alors filtrdc sous azotc, sur dc la lainc de verrc, 
dans une ampoule 21 dkcantation remplie d’azote. La solution obtcnue est titrCe selon Gilrnuiz [3]; 
rendement 90yo. 

Acide Picolique (11). - On utilise pour cette synthhse l’apparcillagc reproduit B la fig. 1. Dans 
le Ilacon A on introtcluit 395 mg (2 Inmoles) de carbonate de baryum pur qu’on recourve d’environ 
10 g de petites perles de verre (diamktre 2 mm). On place 10 ml d’acide sulfurique concentre dans 
l’entonnoir 8. robinet B e t  on laisse le montage sous haut vide pendant 4 h pour bien dcssCchcr lc 
tout. L‘appareillagc est alors rempli d’azote pur;  les robincts 1 ct  3 sont cnsuitc fcrmds, les robincts 
4, 2 e t  5 ouverts, el: on introduit dans le ballon 11 par 1’intcrmCdiairc dc l’cntonnoir B robinet E, 
une solution de 790 mg (5 nimoles) de bromo-2-pyridinc (VII) dans 10 ml d’Cthcr anhydrc. Ccci 
fait, on reinplit l’entonnoir B robinet E avec 5 ml d’une solution d’6ther renfermant 4 mmoles de 
n-llutyl-lithium, so.lution qu’on laisse couler goutte 2 goutte sous agitation magn6tique dans le 
ballon D rcfroidi B - 45” aprhs fermeture du robinet 4. Lorsque l’addition est terminCe on laisse 
rCagir pendant 5 min. B - 45” on fernie le robinet 5 et  on refroidit la solution rdactionnelle B l’aide 
d’air liquide. L’appareillage est port6 une fois de plus sous haut vide (robinets 1, 2, 3 ouverts, 
robinets 4 et  5 fermds) qu’on inaintient cn fermant le robinet 3 et  en refroidissant la boule C B 
- 50”. On ajoute alors trks lcntcment l’acide sulfurique dans le flacon A,  puis on agite vigourense- 
nicnt les billes de vcrre (agitateur magndtique) tout en chauffant le flacon B 50”. E n  environ 
30 min., la niajcure partie de CO, cst condensee dans le flacon D. Le robinct 2 est fermk, on retire 
l’air liquidc dans lequel cst plongC lc flacon D e t  on 1e rernplace par un milange rCfrig6rant B - 70”. 
La carboxylation s’amrnorce d’el lc-mhc lorsque la tcmp6rature du  melange riactionnel atteint 
- 70” e t  est tertnin6e 2 + 10” (45 niin.). Pendant ce temps on purge le reste de la verrerie du CO, 
qui peut s’y trouver, par lavage h l’azote e t  lmrlmtage clans un flacon-laveur B NaOH (10%). Le 
m6lange rBactionnc1 cst ensuite hydrolysC h la tempCrature ambiante par adjonction de 5 ml d’unc 
solution d’HC1 2,414 tandis quc l’cxcks de CO, liberd cst Cgalcment absorb6 clans le flacon-laveur 
h NaOH. 

La solution acide est portCe B p H  12 avcc 4 011 5 pastilles de NaOH solide, puis dCbarrassCe 
cles impuretks organiques par extraction continue 8. 1’6thcr pendant 24 heures. L’acide picoliquc 
c s t  ensuite inis en libcrtd par acidification B p H  2,7 (pH isoClectriquc de l’acide). Une extraction 
continue 2 1’Cther pendant 60 h le fait passer clans le solvant organique. L’extrait CthCrC est sCchC 
puis Cvapord sous vide. C h i  obtient ainsi 118,5 mg d’acide picolique brut qu’on purifie par subli- 
mation 2 140-150” (760 mm). Rcndcmcnt: 72,2 mg (29,40/,) d’acide pur, F: 135” (sublimation). 

A c i d e p i ~ o l i q u e [ ~ ~ C O O H ]  ( IX).  - Nous l’avons obtenu tle la m&me manihre B partir de 2 mmolcs 
cle Ra14C0,, activitC spCcifiquc 20,3 mCi/mmole. Les rendements de la synthkse radioactive sont 
moins bons. Nous avons is016 60 mg d’acidc I X  brut qui ont donn6 aprks sublimation 30 mg (12%) 
d’acide pur (spectres de niasse, KMN., IK., chromatographic cn couche mince, microanalyse). 
ActivitB: 10,4297 . 106 dpin/mg soit 3,129. 1OS dpm pour les 30 mg. Hendctnent raclioactif: 1476. 

PrCparation des cultures: 
a)  Avec de Z’acide D, L-glutarnique vudiouctif. 200 ml clu milieu suivant : asparagiue : 9 g, glycerol : 

25 g, K,HT’04: 2,s g, MgSO, . 7 11,O: 5 g, CaC‘I, . 6 H 2 0 :  0,4 p, cau bidistilldc: 1000 ml, p H :  G , X  
(ajustC avcc H(:lj, sont places dans unc boitc dc Roux,  st6rilisds 8. l’autoclave (20 min. B 115”), 
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puis inocul6s avec 0,5 ml d'une culture de trois jours de P s .  roseais fluoresceits. La boite dc Roux 
cst maintenue B l'dtuve & 25" pendant 24 hcurcs. A ce moment-I& on additionne de 5 ml d'unc 
solution sterile d'acide ~,~-glutamique[ '~C(3,4)]  (0,l  mCi dans 50 ml de solution) et  on replace 
la culture B 1'6tuve B 25" pendant trois jours. Au bout dc ce temps la culture est centrifugke et 
le liquide surnageant concentre sous vide; on ajoute finalement au rCsidu la quantite de sulfate 
ferreux suffisante pour complexer en ferrorosamine rougc la proferrorosamine A form& dans le 
milieu dc culture. 

b) Avec de l'acide picolique radioactif (IX). TJnc boite de Roux renfermant 200 in1 du m&nc 
milieu de culture synthetique inocule avec Ps. roseus f luorescens que sous a) est incubec & 25" 
pendant trois jours. On y ajoute alors 10 ml d'une solution, stdrilisCc, renfermant 10 m g  pour 
100 ml d'acide pi~olique['~COOH] (IX). La culture est cnsuite rnaintenuc L 25" pendant six jours 
puis centrifugde, concentrde sous vide et  additionde dc sulfate ferreux pour former la ferrorosa- 
mine rougc. 

Isolement de la ferrorosamine formde a p a r t i r  d'acide glutamique[14C(3,4)]. La solution concentr6e 
renfermant la ferrorosamine est purifiC par chromatographic descendante sur dcs feuilles de 
papicr Whatman 3MM B l'aide des solvants suivants: 

1" Propanol-2/eau/mCthanol 2: 1: 1, 4 feuilles, deux fois. 
2" Propanol-2/eau/ammoniaque concentree 200: 100: 3.3,  3 fcuilles, unc fois. (Dans lcs solvants 

1.) et 2.) la ferrorosamine a le meme RI que l'acide glutamique.) 
3" Ethanol/eau 90: 10, 3 feuilles, une fois. 
4" Butanol/eau/mBthanol 20 : 7 : 3, 3 feuilles, une fois. 

La bande rouge correspondant B la ferrosamine est Cluee chaquc fois par de l'eau distillee. 
Au cours dc ccs chromatographies successives la radioactivite a 6t6 mesuree par comptagc dans 
un scintillatcur. Chaque mesure a port6 sur 150 pg de ferrorosamine, dCtermin6s par colorimetric & 
556 nni; 93 ,ug de ferrorosainine en solution dans 1 ml d'cau sous Cpaisseur de 1 cm posshde & 
cctte longueur d'onde une densit6 optique de 1. Pour chaquc comptage radioactif, le rendement du  
scintillateur est d6termine avec 0,2 ml d'unc solution tCmoin d'acide gl~tamique[~~C(3,4)]  corres- 
pondant 2 880 dpm. Chaque fiole de comptage rcnferme en plus du pigment 12 nil dc dioxanne 
scintillant, 0,5 ml de methanol e t  0,2 ml d'eau distillde. 

Aprks la chromatographie dans le solvant 4" la radioactivitd spicifique de la ferrorosamine 
reste constante. La solution de ferrorosamine ainsi purifiee est Cvaporde B sec sous vide. Le rCsidu 
sec est repris dans un petit volume d'6thanol 2 95%. La solution Cthanolique est centrifugde pour 
dliminer les impuret6s insolubles, le liquide surnageant est additionnC d'dther anhydre, la ferro- 
rosamine qui prCcipite est ccntrifugee, l a d e  B 1'6ther et  sCchCc. Poids recueilli: 24,25 mg, radio- 
activit6: 5860 dpm/mg soit une activit6 totale de 142250 dpm. La culture avait C t C  additionnee 
d'acidc D, L-glutamiquc d'activit6 totale de 22 . lo6 dpm. On en d6duit une incorporation du pro- 
duit marqu6 de 0,64% par rapport B l'acide D,L-glutamique ct dc l,ZSO/, par rapport & l'acide 
L-glutamique nature1 

Isolement de la ferrorosamiiaeformde d part ir  d'acide P i c ~ l i q u e [ ~ ~ C O O H ]  (IX). - I1 sc fait selon 
lc principe precedent par chromatographic sur fcuilles de papicr W h a t m a n  3MM & l'aidc dcs sol- 
vants suivants: 

1" Propanol-2/eau/mCthanol 2 :  1 : 1. 
2" Butanol/eau/mCthanol 20 : 7 : 3 .  (Dans ce solvant Ic Rf du complexe acide picolique-Fe2 + est dc 

0,40, celui dc la ferrorosamine 0,03.) 
3" Propanol-2/ammoniaque B 1% 2: 1. Aprks cettc chromatographie la radioactivitd de la ferro- 

rosamine est de 125800 dpm/mg. 
4" Butanol/eau/pyridinc 13: 20: 20. La radioactivitd de la fcrrorosaniine (145800 dpinlmg) ne 

varie pratiqueinent plus. 
Poi& obtenu : 33,75 mg, radioactivitd totale 4.92 lo6 dpm. On avait introduit avec l'acidc 
pi~olique[~~COOH] une radioactivite de 10,43 . lo6 dpm. Le taux d'incorporation dc l'acide 
picolique est donc d'environ 50%. 

Oxydation nitrique de la ferrorosanzine. - Un tubc scellC renfermant 12,5 mg de ferrorosainine 
isoldc aprhs culturc cn milieu acide gl~tamiquc[*~C(3,4)],  dissous dans 0,s  in1 d'ncide nitriquc & 
65% sont maintenus & 70" prndant 15 heures. h p r k  ouverture d u  tube I'acidc nitriquc cst Cvapord 



2300 HE.LVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 55, Fast. 7 (1972) - Nr. 227-228 

sous vide dans un dessicateur avec KOEI. Le rdsidu sec est chromatographi6 sur fcuillcs dc papicr 
Whatnzan 3MM avec butanol/eau/acide acCtique 4 :  1 : 1 jusqu‘h radioactiviti constantc. La zonc 
correspondant h l’acide picolique est r6vdlBe par vaporisation avcc unc solution de FeSO,. Elk 
est Bludc par l’eau et l’acide I X  est CvaluC par mesure de la densit6 optique i 263 nm (1,4 mg). 

La radioactivil.6 spkcifique de cet acide est dc 12292 clpm/mg. 722 g de ferrorosamine ren- 
fcrmcnt thdoriquement 369 g d’acide picoliquc; 12,s mg dc ferrorosamine (activit6 sp6cifique 
5860 dpm/mg soit 73325 dpm en tout) dcvraicnt donc donner naissancc h 6,38 mg de cet acidc 
clont l’activitk totale serait dc 78000 dpm. On voit donc qu’aux crrcurs cl’cxpdrience prks, toute 
la radioactiviti de la ferrorosamine est conccntrde dans le squelctte de l’acide picolique. 

La radioactivitk spCcifique dc la fcrrorosaniine obtenuc par culture avec l’acide picolique- 
[14COOH] Btant trop ClevCe pour permcttre dcs mcsurcs corrcctcs nous onydons en tube scellB 
un melange de 0,575 mg de ferrorosamine radioactivc (83835 dpm) avec 28,7 mg de ferrorosamine 
froidc. La radioactiviti de l’acide picolique ainsi obtcnu cst de 5000 dpm/mg. Les 29,5 mg de 
ferrorosamine initiale renferment thkoriqucment 14,93 mg de cet acide dont l’activit6 totale serait 
de 74650 dpm. Ici encore, aux erreurs d’expkrience p r k ,  toutc la radioactivitk de la proferro- 
rosamine cst donc concentrCe dans lc squelette de I’acidc picolique. 
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228. Anil-Synthese 

Uber die basenkatalysierte Umsetzung von methylsubstituierten 
2-Phenyl-2H-benzotriazolen mit Anilen aromatischer Aldehyde 

von A. E. Siegrist und R. Zweidler 
Forschungslaboratorien der Division Fai-bstoffc und Chernikalien CIBA-GEIGY AG, Base1 

I n  inemoviarn Dr. Heiwirh  Ilauscrvnann (1916-1971) 

(18. V I I .  72) 

7. Mitteilung’) 

Zusamnze$z.fassung. 2-(p-Tolyl)-2H-benzotriazole und 2-Phcnyl-5-methyl-2H-benzotriazolc 
konncn mit Anilcn aromatischer Aldehyde in Dimethylformamid in Gegenwart von Kalium- 
hydroxid in 2-(Stilben-4-yl)-2H-benzotriazole bzw. 2-Phcnyl-5-styryl-2H-benzotriazole iibcr- 
gefiihrt werden ( G  Anil-Synthese o) .  Durch Einfuhrung von Substituenten wie Chlor oder Methoxy- 
gruppen kann die Lage des Fluoreszenzspektrums in Dimethylformamid einc erhebliche batho- 
chrome oder h ypsochrome Verschiebung erfahren. 

In der vorangehenden Arbeit [I] wurde dcr Einfluss von Substituentcii auf die 
Fluorcszenz von. 2-( Stilben-4-y1)-2 H-naphtho[l, 2-dltriazolen aufgezeigt. Dabei kann 
insbesondere durch Einfuhrung von Methoxy-Gruppen in den Stilbenyl-Rest eine 
bemerkenswerte bathochrome Verschiebung der Fluoreszenz beobachtet werden. Wir 
haben nun unsere Untersuchungen auf 2-( Stilben-4-yl)-ZH-benzotriazole und auf die 

1) 6. Mitt. s. [l]. 




