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Abstract—2(R)-amino-3-butenoic acid (vinylglycine), the simplest f§,y-unsaturated x-amino acid, has been iso-
lated from the mushroom Rhodophyllus nidorosus (Fr.) Quél. The amino acid occurs as partly racemized p-form.
The structure has been confirmed by comparison with synthetic material.

Résumé—L acide 2(R)-amino-3-buténoique (vinylglycine), le plus simple des acides « aminés f,y-insaturés, a été
isolé du champignon Rhodophyllus nidorosus (Fr.) Quél. L’acide aminé est présent sous la forme D, partiellement
racémique. La structure a été confirmée par comparaison avec le produit synthétique qui a été récemment access-
ible.

INTRODUCTION
ENVIRON 20 acides « aminés libres aliphatiques et insaturés ont été découverts dans la
nature. Un nombre relativement important de ceux-ci ont été isolés a partir de champig-
nons:l'acide 2(S)-amino-3-méthylénepentanoique! (B-méthylénenorvaline), I'acide 2(S)-
amino-3-hydroxyméthyl-3-penténoique,> Tacide  2(S)-amino-3-formyl-3-penténoique,’
Pacide 2(S)-amino-5-méthyl-4-hexénoique,® lacide 2(S)-amino-4,5-hexadiénoique,* I'acide
2(S)-amino-3-méthylénehexanoique® (B-méthylénenorleucine) et l'acide trans-2-amino-5-
chloro-4-hexénoique.® Nous avons identifié dans les.carpophores de Rhodophyllus nidor-
osus (Fr.) Quél. Yacide 2(R)-amino-3-buténoique (vinylglycine). L’acide aminé est a Tori-
gine racémique avec une forte prédominance de 'énantiomére p. La pL-vinylglycine a été
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récemment synthétisée et la forme D a ét¢ isolée par résolution avec de la levure de boulan-
gerie.” Le plus simple des acides x-aminés f.y-insaturés qui a été décrit comme un inter-
médiaire dans la conversion enzymatique de I'homosérine en thréonine® et en a-céto-
butyrate® n’avait jamais été identifi¢ ni isolé dans la nature.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

L’examen d’un chromatogramme bidimensionnel sur papier de la fraction acides aminés
libres de R. nidorosus nous a permis de mettre en évidence une tache de nature indéter-
minée et se révélant en jaune intense a la ninhydrine. Par chauffage prolongé, cette couleur
vire au brun et ensuite au violet. Cette réaction a été décrite comme étant caractéristique
des acides z-aminés B,y-insaturés.' Chilton et Tsou® notent que la réaction brune est pro-
pre aux acides aminés f,y et yd-insaturés. Ce changement de couleur se remarque cepen-
dant aussi dans le cas d’acides aminés do-insaturés.® La substance se situe approximative-
ment & la place de I'acide 4-aminobutyrique (voir Table 1) et elle migre a I'¢lectrophorése
sur papier comme les acides aminés neutres. L'acide aminé a ¢ét¢ séparé par chromatogra-
phie sur résines échangeuses d'ions (Amberlite CG 120, H™ et Dowex 50 W x 8, forme
chloropyridine'') et a été recristallisé dans un mélange EtOH-H,O. La fonction 2-NH,
a été mise en évidence par la méthode de Larsen et Kjaer.'” Les essais au brome et au
permanganate de potassium acide indiquent une insaturation. L’analyse ¢lémentaire est
conforme a la formule brute C,H,NO, et montre que la substance contient une double
liaison. Le spectre IR présente des bandes caractéristiques du groupement vinylique!?
(1412 cm™ ", 1290, 990 et 918) ainsi qu'une bande caractéristique de la vibration de valence
C=Ca 1650 cm ™ '. L’hydrogénation catalytique (PtO,) conduit a 'acide 2-aminobutyrique
dont I'identité¢ a ¢té confirmée par chromatographie et par spectrographie IR. Les divers
arguments qui précedent nous permettent de proposer la structure COOH-CH({NH,}-
CH=CH,.

TABLE 1. R, une DE LA VINYLGLYCEINE ET ACIDES AMINES DE REFERENCE

R

Alanine
Acides aminés Solvant | Solvant 2
Vinylglycine de synthése 1-00 1-27
Vinylglycine naturelle 100 127
Acide 2 aminobutyrique 1-43 1-36
Acide 4 aminobutyrique 1-00 1-29

Solvant |: 1-BuOH- HCOOH-H, O (15:3:2); Solvant 2: Phenol saturé par un tampon a pH 4.2,

La structure a été confirmée par comparaison des spectres IR et NMR de la substance
naturelle avec ceux de la DL-vinylglycine. Les spectres sont identiques; en particulier le
spectre IR du racémique naturel enrichi en Pénantiomére D est tout a fait comparable au
spectre du racémate de synthése. La configuration de la vinylglycine naturelle a été déter-
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minée par les valeurs du pouvoir rotatoire (voir Table 2) et par dichroisme circulaire.
L’acide aminé a été¢ soumis a des recristallisations successives dans un mélange EtOH-
H, 0. Les mesures du pouvoir rotatoire a partir des cristaux et des filtrats nous permettent
d’observer une évolution du racémique contenant un léger excés de énantiomere D (45%,
L-55% D) vers la forme D contenant environ 20% de I'énantiomére L. Ces différents pour-
centages ont été calculés en se basant sur la valeur [«], —94° obtenue pour lisomére D.’
L’acide aminé obtenu lors de la derniére recristallisation a un A{M] — 16, ce qui est en
concordence avec la régle de Clough-Lutz-Jirgensons.!* Un effet Cotton négatif a égale-
ment €té observeé par la mesure des courbes de dichroisme circulaire (208 nm dans 'eau et
211 nm dans 0-1 N HCI). La position et le signe des effets Cotton sont identiques avec ceux
décrits pour la p-vinyiglycine de synthése.”

TABLE 2. EVOLUTION DEfa];, DANS LA VINYLGLYCINE NATURELLE LORS DE DIFFERENTES RECRISTALLISATIONS

Vinylglycine
Précipité jaune ' Filtrat jaune
Passage sur Passage sur
charbon charbon
Résidu + alcool-eau 1:5 Résidu + alcool-eau 1:2
Cristaux 11 mg Filtrat Cristaux 75 mg Résidu jaune 90 mg
{a]p —6°c, 0,4 eau [o]p —24°¢c, L eau [o]p —46°c, 1 eau
Cristaux 48 mg Résidu 44 mg

[a)p —22°¢,09eau
Alcool-eau 1:2

Cristaux 12 mg Résidu jaune 25 mg

|

[olp —58°¢, 0,6 eau [*)p —55°¢, 0,6 eau
—74°¢, 0,31 NHCl

Les carpophores de Rhodophyllus nidorosus contiennent donc trés vraisemblablement a
Porigine le racémique avec un excés de I'énantiomére D. A la lecture des différentes mani-
pulations nécessaires pour obtenir la forme D de la vinylglycine a partir du racémique,’
il est presque impossible que le produit naturel aie été racémisé lors des opérations d’isole-
ment. Ce résultat est a2 mettre en paralléle avec ceux obtenus lors de V'isolement de la pL-(3-
carboxyphényl)glycine a partir de bulbes d’Iris tingitana et de graines de Reseda luteola,’®
de la bL~(3-carboxy-4-hydroxyphényl)glycine enrichie en la forme D & partir de graines de
R. luteola,'® de la DL-trans-4-hydroxyméthylproline enrichie en la forme D a partir de
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graines de Eriobotrya japonica'® et de la 2(S), 3(R), 4R)-4-hydroxyisoleucine et 2(R), 3(R),
4R )-4-hydroxyisoleucine isolées & partir de graines de Trigonella foenum-graecum.'” Liso-
lement de la p-vinylglycine de Rhodophyllus renforce aussi les affirmations de Bentley!®
qui écrit “fungi, insects and annelids can occasionally synthetise D-amino acids™.

PARTIE EXPERIMENTALE

Matériel- Rhodophyllus (Entoloma) nidorosus (Fr.) Quél. Les spécimens récoltés ont été déterminés par le Pro-
fesseur P. Heinemann. s sont parfaitement conforme i la description et d fa planche de Lange.'” Ce champig-
non, lorsqu'il est fraichement cueilli. présente une odeur nitreuse. I provoquerait des méluits gastro-intestinaux,
parfois spectaculaires mais jamais dangereux.?®

Isolement de 'acide aminé. Les chumpignons fraichement récoltés (1300 g) ont été broyés au Waring Blendor
avee 61 d’¢thanol 4 952, Lextrait filire a &t purific sur une colonne d"Amberlite CG 120, forme H ™. 100~
200 mesh, 2.6 x 20 c¢m. Aprés passage de Fextrait alcoolique. la résine a été Javée & I'alcool et a eau. Les acides
aminés ont ét¢ élues par NH; | N. L¢uat a éte ¢vaporé sous pression réduite & 30, Le résidu d’acides aminés
(2.72 g) a été repris par le minimum d'cau. Les acides aminés ont alors ¢t¢ fractionnés sur une colonne de Dowex
30W x 8 200-400 mesh, forme chloropyridine. 1.5 x 78 em. Lélution a &té effectuée par Feau. le débit étant
réglé & 1 ml par minute. L'acide aminé a ¢té décelé a 'état pur dans les fractions 21-47. Ces fractions ont été
¢vaporées & volume réduit. décolorée par fe charbon et Nacide aminé a &té recristallisé par un mélange EtOH
H,O (voir Table 2). (C. 43.00: H. 6.94: N, 13.27 calculé pour C,H-NO, €. 47.32: H. 6.98: N, 13.85°)) [#],,: voir
Table 2. IR wEB 3098 e ™! (/51 2959 (f7). 2688 ( f5). 2083 (m). 1647 ¢ fh). 1623 (fh). 1387 (f1) 1520 ( f7). 1425 (f1),
1390 (f1). 1342 f1). 1282 (f1). 1160 (). 121 () 1086 (fh), 1042 (/D). 934 (1) 794 ( f1). NMR: Le spectre présente
deux massifs dabsorption:un doublet & 4 = 4,29 avee une surface relative égale @ 1 est attribué au groupe
méthine du chainon acide aminé; un massif complexe 4 d = 6.3- 5.3 avec unc surface relative égale & 3 est attribué
aux trois protons vinyliques.

Hydrogenation de la vinylglveine. 10 mg de produit dissout dans Ueau ont été hivdrogends en présence de PtO,
comme catalyseur. Aprés 30 min. la réduction était compléte. Apres élimination du catalyseur par filtration, le
filtrat a été évaporé a sec. Le résidu a ét¢ identifié comme étant Pacide 2 aminobutyrique par chromatographie
sur papier. Le spectre IR est identique & celui de I'acide 2 aminobutyrique racémique.

Mcthodes danalyses. La chromatographie descendante sur papier Whatman No. [ a été réalisée en utilisant
comme solvants le mélange n- BuOH-HCOOH H,O (15:3: ) et le phénol saturé par un tampon & pH 4.2 (acide
citrique-Na,HPO,. 2 H,0. 0.08 M. Les spectres NMR ont €4¢ encegistrés sur un appareit JEOL € 60 HL. Les
valeurs de & en ppm sont données par rapport au 2.2 33-tétradeutério-2<(trimeéthylsityllpropionate de sodium.
Les mesures du pouvoir rotatoire ont été prises sur un polarimeétre Perkin-Elmer Modele 141, Les courbes de
dichroisme circulaire ont &t¢ enregistrées sur un appareil Roussel- Jovan Dichrographe CT> 185 Nous avons uti-

.

fise des cellules de 2 mm ¢t les concentrations en vinylglyveine Ctaient de (.3 mg-ml.
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