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R&urn&-Un nouvel acide amine nature], d&iv& de l’acide pip&olique a et6 isolC & partir de feuilles de 
ltgumineuses, Calliandra haematocephala Hassk. Sa structure a CtB dkterminke et confirm& par la synthese. 
11 s’agit de l’acide 4,5-dihydroxy-L-pip&olique. 

Abstract-A new natural amino acid, 4,5-dihydroxy-L-pipecolic acid, has been isolated from the legume, 
CuNiandra haematocephala Hassk. Its structure was determined and confirmed by synthesis. 

INTRODUCTION 

PLUSIEURS acides amines libres d&iv& de l’acide pipCcolique ont Ctt d6couverts dans le 
rtgne vtgetal : l’acide %hydroxypiptcolique, l l’acide 4-hydroxypipBcolique,2 l’acide 4 
aminopipCcolique3 et l’acide 4,5-dChydropiptcolique (baikiaine).4*5 

L’Ctude des acides amin& libres prCsents dans les feuilles d’une Mimosaceae, Cufliundru 
huematocephulu Haask. nous a permis d’isoler un nouveau d&iv6 de I’acide piptcolique. 11 
s’agit de l’acide 4,%dihydroxy+pip&olique. Signalons qu’un homologue infbrieur de ce 
produit, la 2,3-h 3,4-tram, 3,4_dihydroxyproline a BtC isolCe de cellules de diatom6es.6 

RESULTATS ET DISCUSSION 

L’examen d’un chromatogramme bidimensionnel sur papier de l’extrait alcoolique de 
Culliundru nous a permis de mettre en evidence en plus de quantitts relativement importantes 
d’acide pipCcolique, d’acide 5-hydroxypipCcolique et d’acide 4-hydroxypip&olique, deux 
taches de nature indCterminCe (A-B) dont une A en forte concentration. Une troisitime 
substance inhabituelle (C) se rCv&le en gris B la ninhydrine et migre g l’electrophor&.e 
comme les composCs basiques. Nous l’avons identifiCe g la tyramine en comparant les 
spectres infrarouges des chlorhydrates du produit nature1 et d’un produit commercial. 

Les &lanine des trois substances et d’acides amints de rCf&ence sont repris au Tableau 1. 
Les produits ont 6tC &par& par chromatographie sur colonne de rtsine Cchangeuse d’ions. 
11s ont ttC recristallisCs sous forme libre et sous forme de chlorhydrate. 

1 A. I. VIRTANEN et S. KARI, Acta Chem. &and. 8, 1290 (1954). 
2 A. I. VIRTANEN et S. KARI, Acta Chem. &and. 8, 170 (1955). 
3 W. SCEHNK et H. R. SCHUTTE, Nuturwissenschaften 7, 233 (1961). 
4 F. E. KING, T. J. KING et A. J. WARWICK, J. Chem. Sot. 3590 (1950). 
5 N. GROBBELAAR, J. K. POLLARD et F. C. STEWARD, Nature, Land. 175,703 (1955). 
6 T. NAKAJIMA et B. E. VOLCANI, Science 164, 1400 (1969). 
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La substance B se colore en rouge B la ninhydrine et en vert A I’isatine. Elle prCsente aux 
UV une fluorescence rouge brique caractCristique des acides imints cycliques. Elle est 
neutre et rapidement hydrolyste < en un compost basique qui rCagit en gris olive A la 
ninhydrine, en vert A l’isatine et en rouge aux LJV. Le composk B a Ctt isolt en faible quan- 
tit& Des essais sont en cows actuellement afin de multiplier la ltgumineuse dans nos serres. 
L’Ctude de la structure est en tours. 

TABLEAU I. Ralanlne DE L'ACiDE4,5-DlHYDROXYPlP~COLIQUE ET D'ACIDES 

AMlNfSDE RkFeRENCE 

n-BuOH-HCOZH-Hz0 
(15:3:2) 

Alanine 
Acide pipCcolique 
Acide 5-hydroxy 

pipfcolique 
Acide 4-hydroxy 

piptcolique 
Acide 4,5-dihydroxy 

pipCcolique 
Substance B 
Substance C 
Baikiaine 
Asparagine 
Thrdonine 
Valine 

l,@J 
1,39 

l,OO 
I ,92 

0,81 I,45 

0,81 I,63 

0,43 0,77 
0,82 1,85 
J ,49 I,32 
1,23 I,90 
0,3 I 0,59 
0,70 0,76 
I,46 1,30 

PhOH, 
PH 42 

La substance A se colore en vert A la ninhydrine et B l’isatine. Elle prtsente aux UV une 
fluorescence rouge brique caractkristique des iminoacides cycliques. Le test au nitroprussiate- 
acCtaldChyde’ permettant de mettre en Cvidence la fonction NH est positif. La substance 
forme un complexe cuivriques qui indique la presence d’un acide a imink. Elle n’est pas 
hydrolysable par chauffage avec HCl 6 N; elle migre A l’Clectrophor?se comme les acides 
aminks neutres. Le spectre IR prksente une bande caractkristique de la vibration de valence 
OH A 3320 cm-l. L’analyse Gmentaire conduit A la formule C,H 1 10,N. Le poids molC- 
culaire de la forme libre, dCterminCe par osmomktrie, est de 156 (calculk: 156). 

Par diffraction aux rayons X, on a montrt que le poids moltculaire du chlorhydrate est 
de 197,62 (calcult pour C6H,,04N,Cl,, 197,60). La rkduction par HI et P rouge donne 
comme produit principal de l’acide DL-pipkcolique. La substance est rapidement oxydCe par 
NaIO,, les produits de la &action sont principalement l’acide aspartique et la glycine; en 
tr& faible quantitk, un acide amink migrant g la chromatographie comme l’acide glutamique 
et un acide aminC acide non identifik. Nous sommes done vraisemblablement en prtsence 
d’une substance posstdant 20H vicinaux. 

L’oxydation par le permanganate en milieu acide et basique, l’oxydation catalytique 
permanganate-periodate donnent de l’acide aspartiqueet de laglycine en quantitk importante, 
un acide amink migrant li la chromatographie comme l’acide glutamique en faible quantitd 
et en trace plusieurs autres composb rkagissant & la ninhydrine. L’acide aminC nature1 
n’Ctant oxydt ni par la L ni par la D aminoacide oxydase, il semble qu’il appartienne A la 

’ F. FEIGL, Spoi Tests, Vol. II, Elsevier, New York, p. 189 (1954). 
* P. 0. LARSEN et A. KJAER, Biochem. Biophys. Acfa 38, 148 (1960). 
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serie L; la L aminoacide oxydase est en effet inactive vis a vis des L imino acides contrairement 
a la D amino acide oxydase vis a vis des D imino acides.g Les divers arguments qui precedent 
nous permettent de proposer la structure dun acide 4,5-dihydroxy+piptcolique. 

La synthese de I’acide amine a ttC realiste par hydroxylation de la L-baikiaine que nous 
avons isolee a partir du bois de Baikiaea plurijuga. Nous avons utilise deux methodes: la 
premiere avec de l’eau oxygente en presence de tetroxyde d’osmium comme catalyseur donne. 
theoriquement les deux composts cis; la seconde avec l’acide performique (acide performi- 
que-eau oxygente 1: l), donne les deux composes trans. L’acide amine nature1 est instpar- 
ble par les techniques chromatographiques et tlectrophoretiques dun des composes cis 
form&. 11 ne correspond a aucune des substances obtenues par la synthese des composes 
trans. Ayant pu isoler une quantite importante de baikiaine, la separation des formes cis et 
tram est en tours. La configuration absolue de l’acide amine nature1 est en voie de deter- 
mination par diffraction aux rayons X. 

EXPERIMENTALE 

Chromutographie sur pupier. Les solvants suivants ont CtC utihsts: n-BuOH-HCO,H-Hz0 (15 : 3 : 2)’ et 
PhoH tampon& a pH 4,2 (acide citrique-NazHP04--2 H20, 0,08 M).* Le solvantr a ete utilise en premier 
lieu pour la chromatographie bidimensionnelle. 

Separation des acides umines. Un extrait purifie sur Amberlite CG 120, forme H+ des acides amines 
(7 g) obtenu a partir dun extrait alcoolique de feuilles de Culliundru a CtC soumis a un premier fractionne- 
ment sur une colonne de Dowex 1 x 2, forme Cl- (109 x 3,5 cm), debit 2 ml/min. On a pu isoler a i’ttat 
pur la substance C. Les acides amints neutres provenant de cette separation ont alors CtC passes sur une 
colonne de Dowex 50 W x 4, forme pyridine (H = 100 cm, D = 3,8 cm). L’elution a ttt reali& par un 
tampon pyridine-HCOzH-H,O (40: 55:4905) de pH 3,3 (debit = 1,5 ml/min). La substance A a Bte dluQ en 
premier lieu. Elle est pure dans les fractions 8&95. Elle passe ensuite en melange avee la substance B, I’acide 
5 hydroxypipecolique et l’acide 4 hydroxypipecolique (fractions de 96-232). Ces fractions ont ensuite CtC 
pas&es sur colonne de Dowex 50 W x 4, forme acide (80 x 3 cm) et Clu&s par HCI 1,5 N. Les produits A 
et B ont et& s&pares sous forme de chlorhydrate a l’etat pm; leurs formes libres ont tte obtenues par passage 
sur une colonne de Dowex 1 x 2. Les acides amines ont CtC recristallises dans un melange eau-ethanol. 

Structure duproduit A. L’acide amine s’opacifie a 233” et il fond en se decomposant entre 239 et 243”. 
I1 posstde la composition centesimale suivante: C, 44,86; H, 6,38; N, 9,81; 0, 39,86x; Calcule pour 
CsHrlOdN: C, 44,72; H, 6,83; N, 8,69; 0, 39,74%. [a]:;; nm -22,9” (c, 2, eau), [a]:!; nm -13.5” (c, 2, 
HCI 2 N). 

Oxydution par KMn04-H2S04. A 5 mg d’acide amine dissous dans 5 ml H,SO, a IO%, une solution de 
KMn04 a 1% dans de I’H2S04 a 10% est ajoutee goutte a goutte jusqu’a coloration rouge persistante La 
reaction a tte men& a 20 et a 60”. La plus grande partie de I’H,SO, est elimine par le BaC03. Apres filtration 
du BaSO,, la solution est pas& sur une colonne d’Amberlite CG 120, forme H+. Les produits de la reaction 
sont alors analyses par chromatographie sur papier et par Blectrophorese a haut voltage. 

Oxydution par NaI04-KMnO,. On prepare une solution 0,02 M en NaI04 et 0,0004 M en KMnO, qui 
est ajustee & pH 8. On ajoute alors a 4 ml de cette solution 5 mg d’acide amine; apres 3 hr d’agitation a 20”, 
et passage sur une colonne d’Amberlite, les produits de la reaction sont soumis a la chromatographie. 

Oxydution par NaIO,. On fait reagir pendant 2 hr a la temp. du laboratoire 5 mg d’acide amine et 5 ml 
d’une solution de NaIO, 0,3 M. La solution est pas& sur Amberhte puis soumise a la chromatographie sur 
papier. 

Reduction. On chauffe, pendant une nuit a 150” et en tube scelle, 5 mg d’acide amine, 8 ml d’HI et 60 mg de 
P rouge. La solution resultante est purifiee sur Amberlite puis soumise a la chromatographie sur papier. 

Synthke des derives cis. Un melange t-BuOH-H,O, 30 % v/v (8 : 2, v/v) est parfaitement seche sur MgSO, 
anhydre. 10 mg de baikiaine sont dissous dans 5 ml de cette solution en presence de 2 mg de 0~0,. Aprbs une 
agitation pendant 24 hr a temp. ordinaire, les produits de reaction sont chromatographies. 

Synrhkse des derives trans. On agite pendant 1 hr a 40”, 10 mg de baikiaine dissous dans un melange 
HCO,H-H,O, 30 % (5 : 5, v/v). Apres evaporation a set, le residu est repris par l’eau et les produits de la 
reaction sont chromatographies. 

Remerciements-Nous tenons a remercier le Professeur Debuisson (Facultd des Sciences Agronomiques de 
l’Etat a Gembloux) qui nous a foumi les echantillons de plantes. 

9 J. P. GREENSTEIN et M. WIN~Z, Chemistry offhe Amino Acids, Vol. 2, p. 1782, Wiley, New York (1961). 


