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R&um&L’iturine, antibiotique peptidique isolC de Bacillus subtilis, a ttC fractionnee par chromate- 
graphic sur couches minces en trois composts, les iturines A, B, C. L’iturine A, qui possbde une ac- 
tivite antifongique, est composee des acides amines Asp, Glu, Tyr, Ser, Pro dans les rapports molaires 
3 : 1: 1: 1: 1 et d’une fraction lipidique AL qui renferme deux acides amines l’un en C,, et l’autre en Cl5 
(representant respectivement 40% et 60% de la fraction AL). La structure de ces acides amines a CtC 
demontree par spectrometrie de masse couplte avec la chromatographie gazeuse des N- 
acttylmethylesters. Ces derives prtsentent des pits intenses 5 m/e = 144 et m/e = 102 indiquant une 
fonction aminee en j3. L’oxydation chromique donne un melange da&tone et de m6thyltthylc6tone 
provenant d’acides iso et ant&o. Aprbs comparaison des deux acides amines naturels avec l’acide 
3-aminopentadt5canoIque synthetique on conclut que la fraction lipidique AL de l’iturine A est un 
melange de l’acide 3-amino 12-methyltttradtcanoique et de l’acide 3-amino l2-mtthyltridtcanolque. 

Abstract-Iturin, a peptide antibiotic from Bacillus subtilis, was separated into three iturins: A, B, C 
by thin-layer chromatography. Iturin A, which has an antifungal activity, contains Asp, Glu, Tyr, Ser, 
Fro in a molar ratio 3 : I: 1: 1: 1 and a lipid moiety AL. The latter was shown to be a mixture of C,, 
(40%) and C,, (60%) amino-acids. The structure of these was determined by combined gas 
chromatography-mass spectrometry of the N-acetylmethyl esters. Strong peaks at m/e = 144 and 
m/e = 102 indicate a p-amino group. Identification of acetone and methylethylketone after chromic 
acid oxidation indicates an iso and anteiso structure. After comparison of the natural amino-acids with 
synthetic 3-amino pentadecanoic acid it is concluded that the lipid AL is a mixture of 3-amino 12- 
methyltetradecanoic acid and 3-amino 12-methyltridecanoic acid. 

INTRODUCTION 
Dans des publications ant&ieures,‘.2 Delcambe a 
d&it l’isolement et la structure d’un antibiotique 
antifongique, l’iturine, isolt de Bacillus subtilis. La 
structure proposte &it celle d’un heptapeptide 
cyclique comprenant 3Asn, Gin, Tyr, Ser, Pro et 
une partie lipidique non dtterminee vraisemblable- 
ment like a l’hydroxyle de la strine. Nous avons re- 
pris l’etude structurale de l’iturine dans le but de 
determiner la nature de la fraction lipidique et de 
vtrifier la structure de l’heptapeptide par 
spectrometrie de masse. Au tours de ce travail 
nous avons constatt par chromatographie sur 
couches minces que I’iturine purifiee CtudiCe 
prec6demment etait encore un melange. Les con- 
stituants de ce melange ont et6 &parts en iturines 
A, B, et C et nous avons entrepris l’etude struc- 

turale du compose le plus abondant, l’iturine A. 
Nous decrivons ici la purification de l’iturine et la 
determination de la structure du constituant 
lipidique. 

RESULTATS 
La purification de l’iturine brute donne trois 

composts peptidiques: les iturines A, B, C ayant la 
m&me composition en acides amints.3.4.5 l’iturine A, 
quantitativement la plus importante a Bte 6tudiee 
plus completement. L’hydrolyse totale de l’iturine 
A lib&e une partie lipidique AL, soluble dans le 
chloroforme et l’ether, representant 20% du produit 
initial. 

La chromatographie de AL sur couches minces 
de gel de silk dans les solvants chloroforme 
methanol-eau (65 : 25 : 4), chloroforme-methanol- 
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eau-acide acktique (65 : 25 : 3,2 : 0,8) et mbthyl- 
ethyl c&one-pyridine-acide acbique-eau (70 : 15 : 
2 : 15) donne une seule tache qui reagit B la ninhyd- 
rine. La rCaction positive & la ninhydrine indique la 
prksence d’une fonction amine confkmt?e par le 
spectre infra rouge (bande P 3-O P), il y a 6galement 
une bande & 6.35 p correspondant 2 un groupement 
carboxyle. Le traitement de AL par le mkthanol 
chlorhydrique modifie le RF du composk (voir Ta- 
bleau l), par suite de l’estikification d’un groupe- 
ment carboxyle. II s’agit done d’un acide amine 
posskdant les caractkres de solubilitk des lipides. 

La spectrom&ie de masse est effectuke sur 
l’acide amin6, sur les esters mkthylique et tthylique 
et sur l’ester mtthylique N-adtyl6. L’acide amine 
libre donne un pit mokulaire & m/e = 257 corres- 
pondant 5 un compos6 C,~HZ~(NH&COOH et un 
pit homologue 5 m/e = 243, d’intensitk l&&rement 
plus faible correspondant B un compod 
C,jH&NH&COOH. 

L’ester m&hylique donne 6galement deux pits 
homologues B m/e = 271 et 257. L’ester Bthylique 
donne deux pits B m/e=285 et 271 et l’ester 

mdthylique N-a&y16 donne deux pits & m/e = 
313 et 299. 11 s’agit done d’un melange de deux 
acides amints homologues en Cl4 et G. La 
stparation de ces deux acides aminks homologues a 
Ct6 rCalisCe par chromatographie gazeuse des 
N-ac&ylm&hylesters sur colonne de silicone 
SE 30. Le couplage de la chromatographie gazeuse 
avec la spectromktrie de masse donne les 
spectres des deux d&iv& homologues, (Figs 1 et 
2). Les pits mol6culaires sont 2 m/e = 313: 
&H&NH-CO-CH,)-COOcHp et m/e = 299: 
C11H26(NH-CO-CH3)-COOCH~. Dans les deux 
spectres les pits les plus intenses se situent B m/e = 
102 (pit de base) et m/e = 144. Ces pits sent identi- 
ques pour les deux d&iv&. m/e = 144 correspond 

& l’ion C&-CO-hH=CH-CHz-COOCR, 
provenant de la coupure de la chaine paratlinique 
en a de la fonction+amide et le dCpart du cCtbne 

donne le fragment NH2=CH-CHt-COOCH, & 
m/e = 102. La deuxikme fragmentation en (Y de la 
fonction amide conservant la chaine paratique 

donne un pit g m/e =240 GH2.-CH=NHL 

x4 

256 

226 

/- 

m/e 

Fig 1. Spectre de masse de l’acide nature1 en Cl, 

Tableau 1. R, de fraction lipidique AL, de I’acide 3-aminopentadkanoique et de leurs d&iv& 

Lipide 
Solvants” AL 

Ester 
Ester mkthylique Ester D&iv6 DNP 

Acide mkthylique de l’acide 6thylique DCrivC DNP de l’acide 
3-ammo Cls de AL 3-amino G de AL de AL 3-amino C,, 

I 0.63 O-63 0.82 0.82 0.82 
II 0.50 o-50 
III o-77 0.77 
IV 0.68 0.68 

‘Solvants: I-Chloroforme-m&hanol-eau (65 : 25 : 4), II-chloroforme-m&hanol-eau-acide ac&ique 
(65 : 25 : 3,2 : 0,8). III-m&hyl&hylc&one-pyridine-acide a&ique-eau (70 : 15 : 2 : 15), IV-chloroforme-methanol- 
acide ac&ique (9 : 5 : 3). 

t 
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Fig 2. Spectre de masse de l’acide nature1 en C,, 

CO-CH, (Fig 2) et un pit homologue B m/e = 226 

C11H23-CH=NH-CO-CHp (Fig 1). Des pits 
caracteristiques de forte intensite se situent B m/e = 
270 (Fig 2) et m/e = 256 (Fig 1). L’intensitt de ces 
pits resultant du depart de CH,-CO est en faveur 
d’un ester p amine. En effet I’Gnination du grou- 
pement C&-CO est probablement facilitee dans 
le cas des /3 aminoesters par la formation dun ion 
cyclique (formule A). 

A (M-COCH,) 

Une verification a Cte effectute par comparaison 
des spectres de masse des esters methyliques de la 
N-acetyl p alanine et de la N-acetylalanine; le pit B 
m/e = 102 (M-43) est environ cinq fois plus intense 
pour le derive de la p alanine que pour celui de 
I’alanine. 

La spectrometrie de masse montre que la frac- 
tion lipidique AL comprend un melange de deux p 
aminoacides en Cl4 et G. 

Etude comparative de la fraction lipidique AL et 
de l’acide @ amino-pentadkanoi’que de synthtse. 
L’acide p aminopentadecano~que ractmique a BtC 
prepare par synthese. Le &id&anal est condense 
avec le bromoacetate d’ethyle en presence de zinc 
et donne le 3-hydroxypentadtcanoate d’ethyle. 
L’action de I’acide bromhydrique donne l’acide 
brome en 3 et la reaction avec I’ammoniaque 
conduit 5 l’acide 3-aminopentadecanoi+que 
racemique. 

Le comportement de la fraction AL et de 
I’aminoacide synthetique par chromatographie sur 
couches minces dans plusieurs solvants ainsi que 
ceux de leurs esters methyliques et de leurs d&iv& 
dinitrophenyles est identique (Tableau 1). 

Le spectre de masse du N-a&y1 3- 

aminopentadecanoate de methyle synthetique 
prtsente les pits caracteristiques observes dans le 
spectre de masse de I’acide j3 amine en Cl5 de la 
fraction lipidique AL (Fig 2). Ces pits se situent 5 
m/e =313 (pit moleculaire), m/e = 270 
(M-(CH3-CO)), m/e = 240 et m/e = 144 corres- 
pondant aux fragmentations de part et d’autre du 
carbone p; les pits B m/e = 198 et m/e = 102 pro- 
viennent de l’elimination du cettne des deux frag- 
ments precedents. 

La chromatographie en phase gazeuse des N- 
trifluoroacttylbutylesters de la fraction lipidique 
AL et de l’acide @-aminopentadecanoiue 
synthetique a et6 effect&e sur colonne d’ethylene 
glycol adipate, les resultats sont indiques dans Fig 
3. On observe deux pits X1 et XZ correspondant aux 
derives des &aminoacides naturels en Cl4 (X, : 40%) 
et Cl5 (X,: 60%) avec des composes mineurs en 
faible quantite. Le derive de l’acide /3- 
aminopentad&anoIque synthetique presente un 
temps de retention superieur a celui du pit X1. Cette 
difference entre les temps de retention des acides 
p-aminopentad&anoIques synthetique et nature1 
indique une chaine carbonee ramiflee chez le 
compose naturel. La position de la ramification 
peut etre suggeree par le spectre de masse. Le 
spectre de masse du N-acetylmethylester de I’acide 
amine! nature1 en Cl5 (Fig 2) presente 5 c&e des pits 
de fragmentation caracttristiques de la fonction 
amide en /3 un pit a m/e = 298 (M-15) et un pit a 
m/e = 256 (M-57) correspondant au fragment 

[ 

GH ,rCH-CHZ-COOCH, +. 

NH-CO-CH, 1 Ce r&what suggere I’existence dune ramification 
en position anteiso, le pit a M-57 provenant de 
l’elimination du fragment 

CHX-CHZ-kH . 

dH, 
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Temps de rhtention en minutes 

Fii 3. Chromatographie en phase gazeuse des N-trifluoro n butylesters de la fraction lipidique AL et 
de l’acide @-aminopentadtkanorque synthktique (Colonne d’bthylbne glycol adipate de 80” & 215”). X,: 
acide 3-amino 12-mkthyl tridkcandique, X,: acide 3-amino 12-m&thy1 tktradbcandique, S: acide 3- 

amino-pentadtcandique. 

Le spectre de masse du p aminoacide en Cl4 (gig 1) 
prksente un pit B m/e = 284 (M-15) mais on n’ob- 
serve pas de pit 2 M-57 ce qui laisserait prkvoir une 
structure iso. 

Un argument supplkmentaire en faveur d’une 
structure ant&so Ca et is0 Ct4 a &tB apportt par 
oxydation chromique de la fraction AL, melange 
des deux acides aminks naturels. Les c&ones 
rksultant de l’oxydation sont identifiees par 
chromatographie sur couches minces de gel de sili- 
ce aprts formation des 2&dinitrophtnylhydra- 
zones.6 La fraction AL donne deux composCs 
identS% & l’acktone et k la m&hyl&hylcCtone. Les 
RF des dinitrophknylhydrazones de l’acktone et de 
la mCthyltthylcCtone sont respectivement O-43 et 
0.59 avec hexane-alcool-&her (88 : 2: lo), 0.48 et 
O-55 avec hexane-benztne-&ther (48 : 48 : 4), 0.54 et 
O-62 avec le chloroforme. 

CONCLUSION 

Les rtsultats exposks ci-dessus permettent d’at- 
tribuer B la fraction liposoluble (AL) de I’iturine A 
la structure d’acides p-ark& en C,J et Cls avec une 
chaine anteiso pour le compost en CIS 

CH,-CH,-CH-(CH,)s-CH-CH,-COOH 

AH, I&H* 

et une chaine iso pour le composk en Cl4 

CR-CH-(CH&-CH-CH,-COOH 

c: H, NH* 

A notre connaissance de tels acides &amin& ?I 

longue chaine n’ont jamais Btt d&-its parmi les 
compos& naturels. La faible quantitk de sub- 
stances disponibles n’a pas permis d’en determiner 
la st&rCochimie. 

11 est possible d’envisager pour ces 8 
aminoacides un processus de biogentse par amina- 
tion d’un P-cktoacide provenant d’un acide gras. La 
prksence d’une quantitk importante d’acide anteiso 
C,, et en proportion plus faible d’acide iso C14 dans 
les lipides de Bacillus subtilis7 est en accord avec 
cette hypothkse. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Purification de I’iturine 
L’iturine brute obtenue B partir d’une culture de Bacil- 

lus subtilis’ se dissout partiellement dans le mklange 
chloroforme-m&than01 (2: 1); la fraction insoluble est 
CliminCe. La fraction soluble est chromatographike sur 
colorme d’acide silicique Bio Sil HA 325 mesh avec le 
solvant chloroforme-mkthanol-eau (65 : 25 : 4). Quatre 
fractions principales sont ainsi obtenues. La fraction I, 
fortement pigmentee, migre avec le front du solvant par 
chromatographie sur couches minces de gel de silice dans 
le solvant chloroforme-mkthanol-eau (65 : 25 : 4), elle ne 
posskde pas d’activitk antifongique. 11 faut noter que la 
quantitk de fraction I varie selon les lots d’iturine; dans 
certaines chromatographies elle reprksente un pourcen- 
tage beaucoup plus faible d’iturine brute. La fraction II 
donne, par chromatographie sur couches minces dans le 
solvant pr&zCdent une seule tache de R,= 0.49: nous ap- 
pelons cette substance Iturine A. 

La fraction III est un melange de deux composCs: l’itu- 
rine A et l’iturine B RF = 0.49 et R, = 0.43 nar chromato- 
graphie sur couches minces dans lei conditions 
prCdCdentes. La fraction IV renferme un seul composk, 
l’it&ne C, RF= 0.36. L’iturine A (fraction II), l’iturine B, 
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obtenue a partir de la fraction III par chromatographie sur 
couches minces de gel de silice et l’iturine C (fraction IV) 
sont hydrolysees a 150“ par HCI 6N pendant 8 h. Les hyd- 
rolysats sont ttudies par chromatographie sur papier et 
sur couches minces de cellulose avec les solvants: 
pyridine-alcool amylique tertiaire-eau (35 : 35 : 30), 
isopropanol-pyridinecide acdtiqueeau (40 : 40 : 5 : 20) et 
phenol-citrate trisodique 10% (50 : 50), phase superieure. 
Les chromatogrammes revel&s a la ninhydrine preparee 
selon Russell’ sont identiques pour les trois iturines. Le 
dosage, selon la methode de Spackman et al.,” modifiee 
par Piez et Morris,’ des acides aminds obtenus a partir de 
l’iturine A donne les rapports molaires: Asp: 2.9, Glu: 1 .O, 
Ser: 1.0, Pro: 1 .l, Tyr: 0.8, en accord avec les resultats ob- 
tenus prtcedemment par Delcambe.’ 

Synfhbse de l’acide 3-aminopentadkxnoLqques.g 
A 4g de tridecanal dissous dans 20ml de benzene 

anhydre on ajoute 3g de zinc en poudre et 4g de 
bromoacetate d’ethyle. Le melange est agite 30 h a 85”. 
Le milieu est additionne de 20ml d’acide sulfurique a 
10%. La phase benztnique est decantee et sechde sur sul- 
fate de sodium. Le rtsidu obtenu est purifiC par 
chromatographie sur colonne d’acide silicique 
Mallinckrodt-cblite (2: 1). Le 3-hydroxypentadecanoate 
d’bthyle est tlue par le melange benzene-ether (7:3). La 
purete du produit est verifite par chromatographie sur 
couches minces dans le solvant hexanedther (60:40) et 
par IR. 1.2g de 3-hydroxypentadecanoate d’ethyle sont 
ensuite trait& par 3*5g dune solution aztotropique 
d’acide bromhydrique en presence de 2g d’acide sulfuri- 
que concentre. Le mtlange est maintenu a Cbullition pen- 
dant 3 h. La phase sup&ieure contenant le derive brome 
est decant&e puis lavte par l’eau jusqu’a neutralitt. 
La purete de l’acide 3-bromopentadecanolque est verifiee 
par chromatographie sur plaque de gel de silice dans 
le solvant: ether-benzene-ethanol-acide acetique 
(40 : 50 : 2 : 0.2). 86 mg d’acide 3-bromopentadCcanoIque 

‘L. Delcambe, Bull. Sot. Chim. Beige 74, 315 (1%5) 
‘L. Delcambe, Ibid. 74, 329 (1%5) 
‘D. W. Russell, .I. Chromatog. 4, 251 (1960) 
4D. H. Soackman. W. H. Stein et S. Moore. Anal. Chem. 
30, 11% (1958) 

sont trait& par 5 ml d’ammoniaque concentree pendant ‘K. A. Piez et L. Morris, Anal. Chem. 1, 187 (1960) 
24 h a 55”. Ames elimination de l’ammoniaaue l’acide 3- “C. Bordet et G. Michel, C.R. Acad. Sci. 256,3482 (1963) 
aminopentadCcanoIque est isole par chromatographie sur ‘T. Kaneda, J. Biol. Chem. 238, 1222 (1%3) 
couches minces preparatives dans le solvant ‘E. F. Jenny et C. A. Grob, Helu. Chim. Acta 36, 1936 
chloroforme-methanol-eau (65 : 25 : 4). (1953) 

Prkparation des d&iv& 
Les esters methylique et ethylique du compose lipidi- 

que (AL) sont obtenus par action du methanol ou ethanol 
anhydre en presence d’HC1 gazeux set pendant 30 min a 
temperature ambiante. 

Les derives dinitrophenyles sont prepares par action 
d’une solution de 2,4-dinitrofluorobenzbne O.lM dans 
l’tthanol a 60” pendant 45 min en presence de 
triethylamine a 10% dans l’ethanol. 

Les derives acetylts des esters methyliques sont 
prepares par action du melange anhydride acbtique- 
methanol (1: 3) pendant 1 h, sur les acides P-aminbs. 
Apres evaporation a set et dissolution dans le methanol 
une solution CthCrCe de diazomethane est ajoutee a la 
solution. 

Les derives N-trifluoroacttyles des R butylesters sont 
obtenus selon Roach et Gehrke” par addition de butanol 
chlorhydrique au melange d’acides amines puis d’anhyd- 
ride trifluoroacttique suivie d’un chauffage a 150” pendant 
15 min. La chromatographie gazeuse de ces d&es est 
effectute dans un anoareil Fractovau GT 200 a double col- 
onne, la phase stationnaire est l’t~hylbneglycoladipate a 
0.65% sur Chromosorb W 100-200 mesh 1avC a l’acide, la 
temperature est programmee de 80” a 4”/min. 

Techniques spectromktriques 
Les spectres IR ont bte effect&s sur un 

spectrophotometre Perkin-Elmer. 
Les spectres de masse ont Ctt effectues sur un appareil 

MS9 a 70 eV couple avec un appareil a chromatographie 
gazeuse Varian Aerograph 1400; la chromatographie est 
realisee sur colonne de silicone SE 30 a 240” 
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