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Abstract-The isolation of a new naturally occurring amino acid, 3(R)[ l’(S)-aminocarboxymethyl]2- 
pyrrolidone-5(S)-carboxylid acid, from the seeds of Pentuclethra macrophylla is described. The configur- 
ation of the compound has been established by 13C and ‘H NMR and CD spectroscopy. These 
seeds also contain a large quantity of betdine. 

R&sum&--Nous avons isole un nouvel acide amine libre a partir de graines de Pentucelthru mucrophyllu. 
11 s’agit de l’acide 3(R)[l’(S)-aminocarboxymCthyl]2-pyrrolidone-5(S)-carboxylique. Sa configuration 
a ete Ctablie par spectrographic 13C et ‘H RMN et par l’examen des courbes de dichroisme circulaire. 
Les graines de P. mucrophyllu contiennent aussi une grande quantite de betaine. 

INTRODUCTION 

Dans le cadre de nos recherches sur les acides 
amines et dipeptides libres des legumineuses [l-6] 
et en particulier des Mimosoideae [7-83, nous 
avons identifie une nouvelle substance acide dans 
les graines de Pentaclethra nuzcrophylla Benth. Cet 
acide amine a Cte isole en quantitt appreciable et 
il a Cte identifie par des methodes chimiques et 
physiques comme Ctant I’acide 3(R)[ l’(S)-amino- 
carboxymethyl] 2-pyrrolidone-S(S)-carboxylique. 
C’est la premiere fois qu’un acide amine ayant une 
telle configuration est isole. 11 est difficile de conce- 
voir le processus de biosynthese dune pareille 
molecule. Les graines de P. mcrophyllu contien- 
nent aussi une grande quantite de proline, d’acide 
pipecolique, d’acide 5hydroxypipecolique et de 
bttaine. 

RESULTAT ET DISCUSSION 

Les graines de P. mcrophylla, souvent appellees 
dans la litttrature anglo-saxonne “owala seeds or 
pauco nuts” a cause de leur forte teneur en huile 
d’owala (50% en poids de substances extractibles 
au CHCl,) renferment une quantite appreciable 
d’alcaldides, en particulier de la caffeoylputrescine 
et de la paucine [9-12a]. Krauss et Reinbothe 
[ 13,143 ont analyse un grand nombre d’especes de 
la sous-famille des Mimosoideae et ont decele par 
CCM uniquement, une forte concentration d’acide 
dichrostachinique dans les graines de P. mucro- 
phylla. Desireux d’isoler cet acide amine en vue 
d’etudes ulterieures, nous avons soumis a l’examen 
chromatographique et Clectrophoretique un 
extrait hydro-alcoolique de ces graines. Nous 
avons mis en evidence une tache qui a la chroma- 
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Tableau I. ‘H RMN, d&placements chimiques et constantes de couplages* 

HS HI H3 H 4.1 H 4.2 

4.79(t) 4,53(d) 3,55(s) 3,19(o) 2,34(o) 
Double x 2 6 4 4 
rCsonnancc 3 3 8 8 

.I (en H/) 
J H,-H,,, = 8.1 J H,,-;, = 6.3 J HA-H,,, = 9.2 .T H,-H,,I = 9.X 
J H,-H,,Z = 8,5 J H, ,-H,: = 13.5 

en fct 
pH: Ii (NaOD) - 0,l -0,4 -0,13 - 0.02 + 0.005 
pH : 0,5 (TFA) + 0,07 f0.3 + 0.05 +0,09 + 0.05 

* Les constantes de couplages et les d&placements chimiques ont Ctk dkterminks dans D,O sur un spectromktre CAMECA 
250. Les valeurs sont en ppm par rapport au TMS priscomme rbfkence externe. Les signes des constantes de couplages 
sont suppoks positifs pour “J et nkgatifs pour ‘J. Les variations des d&placements chimiques en function du pH ont i-t6 
cnregistrkes sur un spectromttre Varian HA 100. Les symboles t, d. s et o signifient triplet. doublet, sextuplet et octuplet. 

tographie bidimensionnelle sur papier se situe B la tions complCmentaires ont &tC obtenues par spec- 
place de l’acide dichrostachinique. Cette substance trographie 13C et ‘H RMN. L’examen du spectre 
ne rkagit que tr&s faiblement avec le rCactif carac- du 13C RMN, du spectre dCcouplC “hors r&son- 
ttristique des acides amines soufrCs [ 151; par nance” et les valeurs des diplacements chimiques 
HVE, elle est acide mais ne migre pas comme nous permettent de dCterminer la prksence d’un 
l’acide dichrostachinique ajoutC comme Ctalon in- groupement mkthylknique (6 = 34.2). de trois 
terne. Ces constatations nous ont amen& B &parer groupes mCthynes et de trois groupes carbonyles 
cette substance. (voir Partie ExpCrimentale). 

Aprils purification de l’extrait hydro-alcoolique 
sur une colonne de rCsine kchangeuse de cations et 
kvaporation <i set de 1’Cluat ammoniacal, le rksidu 
d’acidcs aminks a kti: fraction& sur une colonne de 
rksine ichangeuse d’anions. Le compos& acide in- 
connu passe entre l’acide glutamique et l’acide 
aspartique. 11 a &ttt recristallisP dans l’eau. I1 se col- 
ore en gris--bleu avec la ninhydrine et ne rkagit pas 
avec le rt-actif h l’iodoplatinate [ 151. L’analyse 
klkmentaire conduit li la formule C,H,,NzO,. Le 
titrage potentiom&rique par NaOH 0,l N fournit 
une valeur de pK,, 3,14 et un kquivalent de 
titration &gal B 204. La substance posskde une 
fonction x NH2 qui a Ctk mise en kvidence par le 
test de LarsewKjaer [16]. Le dosage du groupe 
aminC par la mkthode de Van Slyke [ 171 r&Ye la 
prtsence d’un seul groupe x NH,. Le test de 
Rydon-Smith [lS] prouve l’existance du groupe 
-CONH-. Le test B l’hydroxamate pour la fonc- 
tion lactame, adapti: pour l’acide pyroglutamique, 
donne un rksultat positif [19]. Le spectre IR pris 
en pastille de KBr indique la prksence de 
vibrations NH~- LI 3415 et 3230 cm- I et C=O B 
1693 cm- I. Ces vibrations peuvent correspondrent 
B une lactame g 5 pi&es. On remarque ri 1720 et 
1220 cm- 1 les vibrations caractkristiques d’une 
fonction carboxylique non ionide: Des informa- 

Les rCsultats du ‘H RMN sont r&sum& au Tab- 
leau 1. Le spectre obtenu g 250 MHz a it& trait& 
comme un systkme du premier ordre. Le proton 
H(5), fortement dkblindk, rtsonne h un champ nor- 
mal pour un proton situ6 en r de l’atome d’azote 
de la fonction lactame. On observe un dt-place- 
ment semblable (4,78 ppm) du mime proton dans 
l’acide pyroglutamique et les rksultats de la littt:ra- 
ture confirme cette hypothese [20]. Le deplace- 
ment chimique du proton H( 1’), tr&s sensible au 
variation de pH. caractkrise sans ambiguiti un 
proton situ6 sur le C porteur de la fonction acide 
aminCe. Le dkplacement du proton H(3) corre- 
spond a celui d’un proton situ& en x du carbonyle 
d’une fonction lactame [20]. Les protons H(4), 
pour lesquels on observe un couplage gtminal de 
- 13,8 Hz, constituent le groupe mkthylknique 
d&elk par 13C RMN. Ces consid&rations, asso- 
ciCes g l’examen des couplages vicinaux. permet- 
tent de proposer la formule 1. 

H+ 

_A 
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Si nous considerons que la configuration en 
C(l’) est S-(ou L) (voir rotations moleculaires et 
dichroisme circulaire), il reste a fixer la positions 
des substituants en C(3) et C(5) pour connaitre la 
configuration absolue de la molecule. Les angles 
diedres mesures sur les modeles Dreiding reprtsen- 
tant les configurations 3(S), 5(S) et 3(R), 5(R) 
(formes trans) sont incompatibles avec les con- 
stantes de couplages observees, quelle que soit la 
conformation du cycle. La relation entre les angles 
et les couplages est la mieux satisfaite lorsque les 
substituants du cycle se trouvent en position cis 
pseudoequatoriale 3(S), 5(R) ou 3(R), 5(S). Dans ces 
deux cas, les angles observes sur modeles sont de 
environ 150’ entre H(3)-H(4,l ou 4,2) et H(5)-H(4,l 
ou 4.2). de environ 30” entre H(3)H(4,2 ou 4,l) et 
H(5)-H(4,2 ou 4,l). La lactame pentagonale prend 
une conformation enveloppe analogue a la forme 
C, du cyclopentane [21,22]. Cette conformation 
est d’ailleur celle attendue pour un cycle pyrroli- 
done 3,5 disubstitue en raison de la planeite du 
groupe amide [23,24] et des interactions steriques 
qui poussent les substituants A occuper des posi- 
tions pseudoequatoriales [21]. Le spectre pris dans 
l’acide trifluoroacttique pur montre une constante 
de couplage vicinal J,,,, de 10 cps. L’acide amine, 
qui se trouve sous forme protonee, presenterait 
une stabilisation due a des liaisons hydrogenes 
entre le C=O du cycle et le COOH du rtsidu gly- 
cyle. L’examen des projections gauches de New- 
mann entre les carbones asymetriques C( 1’) et C(3), 
pour chacun des diastereoisomeres cis, semble in- 
diquer que seule la forme l’(S), 3(S), 5(R) est com- 
patible avec la constante de couplage de 10 cps. 
Cependant, si on considere les projections de New- 
mann sous leurs formes presque &lip&es, en rai- 
son des forces attractives dues a la liaison hyd- 
rogene, la forme l’(S), 3(R), 5(S) semble &tre la plus 
probable. La configuration absolue a l’ttat solide 
cristallin est actuellement a l’etude par diffraction 
aux rayons X. Si on considere que la configuration 
en C( 1’) est - S, les premiers rtsultats confirment la 
deuxieme hypothese l’(S), 3(R), 5(S) [25]. 

La facilite de rupture de la fonction lactame est 
etudiee. L’hydrolyse acide (HCl cont.) donne lieu 
a un Cquilibre cycle-chaine ouverte; ce comporte- 
ment est semblable a celui obtenu pour l’acide pyr- 
oglutamique [26,27] et pour la saccharopine [28]. 
Le produit a chaine ouverte (2), a ete isole. 11 
posdde deux fonctions r NH2 determintes par la 

methode de Van Slyke. L’analyse elementaire et 
l’ttude du spectre ‘H RMN (voir Partie Experi- 
mentale) nous permet de proposer la structure: 
acide 2,5-diamino-3-carboxyadipique; ce resultat 
confirme la formule proposee pour le produit 
naturel. Lorsque l’hydrolyse est effect&e par HCl 
0,5 N, il y a formation, en plus du produit a chaine 
ouverte, de plusieurs substances acides reagissant 
en jaune avec la ninhydrine et qui pourraient etre 
les lactames a 6 pieces formtes a partir de l’acide 
2,5-diamino-3-carboxyadipique. L’etude de ces 
produits d’hydrolyse fera l’objet dune prochaine 
publication. 

Le chromatogramme bidimensionnel de l’extrait 
de Pentuclethra redle aussi une tache importante 
a l’endroit de l’acide 5-OH pipecolique ainsi qu’un 
spot tres jaune a la ninhydrine a la place de la pro- 
line. Ces deux substances ont CtC isolees et deter- 
minces par IR. Cependant lors de la separation de 
la fraction “acides amines neutres” sur une colonne 
de cations et Clution par HCl 1 N, nous avons isole 
une substance qui passait avec la proline et qui, 
par recristallisation fractionde, a pu etre stparee 
a l’etat pur. La forme libre de ce compose a CtC 
identifie comme &ant la betaine par IR et RMN. 
Ce derive de la glycine se trouve dans les graines 
a une concentration de environ 1% du poids frais. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Isolement de l’acide 3-aminocarbox~vntthyl-2-pyrrolidone-5- 
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tions successives et tvaporation dans I’eau, le risidu a it& pass& 6. 
sur une colonne de r&i& Cchangeuse d’anions (Lewatit@ M .%X0. 
forme a&ate. 2.4 x 54 cm, t-lution par HOAc 0.5 N. 1 mUmin). 7. 
Le produit non hydrolysi: passe d&s les tubes 1?5- 170 tandis 
que un nouvel acide amini: B chaine ouvcrtc. I’acide 2.5-dia- 8. 
mino-3-carboxyadipique, passe dans Ies tubes 42- 53. Ce dernier 
a et6 recristallis? dans l’eau. (C. 38.00; H. 5.63: N. 11.90. Calc. 0. 
pour C,H,,NZO, C, 38.18; H, 5,49; N, 12.72:;) RMN: C(2) 6 
4,63. d, IH; C(3)& 3,78, m, IH; C(4) 6 2,43. ,n, 2H; C(5) ii 4.42, 
t, IH. Les d&placements chimiques sont calculCs en ppm par IO. 
rapport au 2,2,3.3-t&radeutCro-3-(trim&thylsilyl) propionatc de 
Na dans D,O + TFA. Le spectre pris dans TFA pur confirme 1 I. 
la prisence de 2 groupes NH:. I2 

Strlrcture de la Maine. Le chlorohydrate de bl-taint isol& 

Ddrdenne, G.. Casimir. J. et Smensen, H. (1974) PI~JQ?~/~~~I- 
isfry no. 889/111. 
Marlier. M., Dardenne. G. et Casimir. J. (1972) Ph~tochrm- 
istry II, 2597. 
Evrard, G.. Durant, F. et Marher. M. (1974) Cram/ Sfrucr. 
Cor?vx 3, 6 1. 
Harhornc. J. B.. Boulter, D. et Turner. B. L. (eds.) (1971) 
C/~r,,r~ortr\-ono/il!, c$ the Le~urnir~)s~e. Academic Press. Lon- 
don. 
Hollerbach. A. et Spit&r. G. (1970) AJomzrsh Chm. 101, 
141. 

par HCl I % a &tt purifiC sur une petite colonne de Lcwatit: 
S 1080. H’, Clution par NH,. RMN: 6 (ppm) dans D,O: 4.44. 
s. -CH,: 3.79. s, -(CH,),. Etalon externe: TMS. 

apres passage sur une colonne de Lewatit” S 1080. H +. klution 
13. 

Mithodes d’analvses. La chromatographie sur papicr What- 
man 3 MM a & r&al&e en utilisant comme solvants le 
mClange n-BuOH-HCOOH- H,O (I 5: 3: 2) et le phinol saturt: 
par un tampon g pH 4,2 (acide citriqueeNa,HPO,. 2 HzO, 0.0X 

M). R,,,: BuOH, 1 = 0.38, 2 = O.?O;PhOH, I = I,]. 2 = 0.50. 
HVE a &tiz r(talisC B pH: 3,6, 70 Vicm, 90 min; les mobilit& pal 
rapport a l’anode sont en cm: AC. glut. 1,2: AC. asp. 4.3; 1. 6,X; 
2, 4.5. 
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