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Ce travail s'inscrit dans une série d'études sur la répar-
tition des acides aminés et peptides libres des champi-
gnons}. Le nombre des acides aminés libres dérivés
de la phénylalanine ne cesse d'augmenter. Ainsi, Bell
et al. et Mwauluka et al. [1,2] ont isolé érécemment de
graines de Combretum zeyheri, 1a L-N-méthyltryosine
et la 3-aminoéthylphénylalanine. Dans le champignon
Cortinarius brunneus, nous avons isolé, pour la premiére
fois dans le régne végétal la r-3-hydroxy-4-méthoxy-
phénylalanine. Cet acide aminé a été identifié comme un
métabolite formé, en faible quantité, dans le sang des
patients recevant la dopa comme traitement de la
maladie de Parkinson [3] 1l est également considéré
comme un précurseur biologique possible de l'acide
homovanilique, un des principaux métabolites urinaires
chez 'homme ¢t I'animal [4].

RESULTATS ET DISCUSSION

La 2D-PC de la fraction soluble dans I'éthanol
aqueux de C. brunneus a révélé la présence d’un spot
non identifiable, violet—-brun avec la ninhydrine, migrant
comme la tyrosine au butanol et légérement plus loin
que l'acide y aminobutyrique au phénol. Par HVE
a2 pH 3,6, 1a substance est neutre. Aprés purification
de T'extrait sur une colonne de Lewatit S 1080, les
acides aminés ont ét¢ adsorbés sur une colonne de

{Dardenne et al. Public. 11 Acides aminés et peptides des
champignons, Public. 10, voir Welter et al. (1976} Phytochemistry
15, 1984.

Dowex 1 x 2, forme C1™ et élués par H,O. La substance
passe en méme temps que la tyrosine. Elle a été séparée
de ce composé aromatique par chromatographie pré-
parative sur papier et ensuite putifiée sur une trés
petite colonne de Lewatit S 1080. La substance a été
recristallisée dans l'eau ou elle est particuliérement
insoluble. L'analyse élémentaire conduit a la formule
moléculaire C, H,,NO, en accord avec 1a SM. L'acide
aminé est aromatique (test de Le Rosen) et posséde
une fonction «NH, (Van Slyke). Le spectre IR du
composé présente les bandes caractéristiques dun
acide o aminé aromatique monocarboxylique et aussi
des bandes hydroxyles & 3510 et 3245 ¢cm™'. Dans le
SM de l'ester méthylique, le pic moléculaire se trouve
a mfe = 2250990 (C,,H,;NO, = 225,1001). Les frag-
mentations observées sont caractéristiques des acides
aminés aromatique substitués en para par un groupe
électrodonneur [5] (voir Partie Experimentale). Elles
sont identiques a celles relevées pour la 3-hydroxy-4-
méthoxyphénylalanine (1) et pour son isomeére, la
4-hydroxy-3-methoxyphénylalanine (2). Leur distinction
est impossible par SM. L'attribution d'une de ces
deux structures & l'acide aminé de C. brunneus est
corroborée par 'H RMN ({voir Partic Experimentale)
et par déméthylation par l'acide iodhydrique [7.8]
Celle-ci fournit en effet un composé qui migre comme
la dihydroxy-3,4-phénylalanine (dopa) & la chromato-
graphie sur papier et sur couche mince avec de nombreux
solvants trés différents.

La valeur du pK, du groupe phénolique (9,8), déter-
minée par spectroscopic UV [9], est en faveur de
Visomére 2. (pK, des produits synthétiques prL:1 = 104;
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2 = 9,7)[10]. Lastructure de'acide aminé a été confirmée
de maniére absolue par l'examen des spectres '3C
RMN (voir Tableau 1). Les résonances de la chaine
—CH,—CH(NH,)—COOH sont facilement attribuées
par comparison avec les spectres de dérivés de la
phénylalanine [11,12}, A = 56.6 ppm, nous observons
la résonance caractéristique du groupe méthoxyle.
Les résonances C; & C4 du cycle benzénique ont été
attribuées en se basant sur les valeurs des déplacements
chimiques et en appliquant, en premiére approximation,
I'additivité des effets des substituants [13] et en observant
la multiplicité des résonances sur le spectre non découplé.
En particulier, les résonances 4 champ élevé: 6 = 114,0
et 116.6 doivent correspondre respectivement au carbone
en ortho du —OMe et au carbone en ortho du —OH.
Or, seule la résonance 2 114,0 ppm présente un couplage
méta & longue distance: 37 = 7,0 Hz et est dés lors
attribué au carbone C,. Ceci fixe les positions des sub-
stituents —OMe et —OH respectivement en C, et C,.
Les attributions reprises au Tableau 1 pour 'acide aminé
naturel sont identiques a celles observées pour la
DL 4-hydroxy-3-méthoxyphénylalanine du commerce
et elles sont différentes de celles observées pour la
DL 3-hydroxy-4-méthoxyphénylalanine que nous avons
synthétisée 4 partir d’isovanilline [12]. La structure
du nouveau composé a été confirmée par lidentité
des spectres IR du produit de synthése DL et du produit
naturel racémisé par NaOH 5N.

La variation positive du pouvoir rotatoire spécifique
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PARTIE EXPERIMENTALE

Matériel. Cortinarius brunneus Fr. ex. Pers. récolté en 1975
et 1976 dans les foréts d’Ardenne (Belgique)

Méthodes d'analyses. Les chromatographies descendantes
sur papier Whatmann 3 MM ont été réalisées en utilisant
les solvants: n-BuOH-HCOOH-H,0 (15:3:2) (a) et phénol
saturé par un tampon a pH 42 (acide citrique-Na,HPO,.
2H,0, 0,08 M) (b). HVE a été réalisée & pH 3,6; 70 V/cm;
90 min. Le SM a été relevé sur un spectrométre A.EL MS
902 S par introduction directe, la température de la source
était de 200°. L'intensité relative est donnée en % de 1'intensité
du pic de base. Le spectre 'H RMN a été enregistré 4 100 MHz
Les déplacements chimiques sont donnés en ppm par rapport
au 2,2,3,3-tétradeutério-3-(triméthylsilyl)propionate de Na.

Isolement de la L-4-hydroxy-3-méthoxyphénylalanine. Les
champigons fraichement récoltés (2 kg) sont broyés et extraits
par 10 L. d’éthanol & 95%,. L’ extrait filtré est alors purifié sur
une colonne de Lewatit S 1080, H*, élution par la pyridine
IN. Le mélange d'acides aminés est alors fractionné sur une
colonne de Dowex 1 x 2, C17, 4 x 100 cm, élution par H,O.
L'acide aminé inconnu est élué avec la tyrosine et est alors
séparé par chromatographie préparative sur papier (Whatmann
3MM, 20fe, 200mg). R, = 1,6 (a) et 30 (b), C, 56,71; H,
6,16; N, 6,61 %; calculé pour C, H, ,NO,: C, 56,86; H, 6,20; N,
6,63%. [a], —34° (c 0,3936, H,0), [a], —154° (¢ 0,3578 HCl
01N). A, (PH 7,8) =287nm (¢ = 1360). IRvE®® 3510(m),
3245(m), 3015(m), 2920(m), 2600(m), 2380(m), 2020(m), 1610(ft),
1590(f1), 1510( fz), 1450(m), 1430(m), 1345(m), 1330(m), 1314(fD),
1277(m), 1255(m), 1228(m), 1158(m), 1128(m), 1112(m), 1095(fb),
1012(m), 940(fb), 900(m), 860(sb), 820(fb), 795(fb), 702(fb)
cm~!, SM: 70eV, m/e (int. rel) 225(2), 166(4,6), 138(22),

.4 a
CH,—CH — (NH,) — COOH

C
— LN —
H fz/‘ .C H
MeO—CQ4sC—H
i
OH
1

lors d'une diminution de pH et I'examen de la courbe
de dichroisme circulaire (effet Cotton positif vers 290 nm)
nous permettent d'assigner la configuration L a l'acide
aminé naturel. Un examen plus approfondi d’un extrait
de C. brunneus ne nous a pas permis de mettre en évidence
la dopa. Cette substance, trés utilisée dans le traitement
de la maladie de Parkinson, a été trés rarement isolée
de champignons. On la trouve dans Strobylomyces
floccopus [14] et dans Hygrocybe conica et H. ovina

[15].

137(M*, 100%), 123(4), 122(11), 107(24), 94(6,6), 88(9), 77(6),
74(4,5), 50(14), 51(4,5. 'H RMN: produit naturel, & 6,84
(3H,m, C,_5_¢); 426 (1H, 1, C,); 3,80 (Me, 5); 3,20 (2H, mnr, C,).
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Gembloux et Monsieur Marchal, Couvin pour la récolte et la
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Dame de la Paix 8 Namur.

Tableau 1. 13C RMN de la L-4-hydroxy-3-méthoxyphénylalanine. (2')et de la bL-3-hydroxy-4-méthoxyphénylalanine (1)

—COOH C; C, C, Cs Cs C, Me C, Cs
(D,0 + TFA) o 1719 1486 1455 1268 1231 1166 1140 566 55,0 36,1
s ss ss ss dd d dd q d t
2y e, - u=156,9 ey —u= 1579 Yoo -n=1579
3-’c;—n=7 3-’c.—l-l=
o 171,9 1463 1480 1261 1238 1134 1167 56,5 55,0 35,7
o)
e, - u = 1551 ey -n= 1525 Jeo - w =158,8
e, -u=171 Meg-u=28

Les spectres ont été enregistrés sur un spectrométre Bruker 22,63 MHz avec le dioxane (5% v/v) comme référence interne. Les

déplacements chimiques sont en ppm par rapport au TMS (6,55 =

S4iox. T 67,4 ppm). Les multiplicités observées sur le spectre non

découplé sont notées:s, d, 7, g, ss et dd. Elles signifient singulet, doublet, triplet, quadruplet ; singlet et doublet découplés par couplage

4 longue distance.
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Abstract—In Stizolobium hassjoo, stizolamine is located in seeds and pericarps and is not found in mature leaves,
stems and roots. The content of stizolamine in seeds and the fruits increases with their maturation but do not correlate
with their dry weights. A feeding experiment showed that guanosine triphosphate [U-!*C] is effectively incorporated

into stizolamine in pericarps.

INTRODUCTION

Stizolamine has been isolated from the seeds of Stizolo-
bium hassjoo and its structure shown to be 1-methyl-3-
guanidino-6-hydroxymethylpyrazin-2-one by chemical,
physical and X-ray diffraction analyses [1]. It has also
been shown that stizolamine is detected widely in seeds
of Leguminosae, especially of the subfamily Lotoideae
[2]. The present investigation was undertaken to study
the biosynthetic pathway of stizolamine.

RESULTS AND DISCUSSION

Change of stizolamine content

Stizolamine has been previously detected in the seeds
and in the etiolated whole plants of S. hassjoo [1], but
not in the mature plants. In the present work stizolamine
could not be detected in any organs except fruits (Table
1). It is also shown that the content in seeds increases
with maturation. This result is shown more distinctly
in the next experiment, in which the contents of stizola-
mine in pericarps and in seeds were measured. The
content in seeds gradually increased until the 4th week,
remained constant until the 8th week and then in-
creased (Fig. 1). The latter increase did not correspond
to the change in dry wt of the seeds (Fig. 2). In pericarps
and fruits the change of stizolomine content did not
correlate with the change in dry wt. The maximum
content is obtained in the 2-week-old pericarps but the
maximum dry wt was found at the 4th week.

To investigate the possibility that stizolamine can be
synthesized in pericarps and in seeds, suggested from
the results described above the 8-week-old fruits were
detached to prevent import of stizolamine and the
stizolamine was measured two weeks later. Fruits of the
same stage were also halved longitudinally and the
contents in both halves were measured. The results are
summarized in Table 2. An apparent increase in peri-
carps and sceds was observed, but the stizolamine con-
tents in those seeds and fruits did not reach the level
found normally. The results described above show that
stizolamine is synthesized in pericarps and seeds, and

Table 1. Localization of stizolamine

Content
Organ 1078 mol/g
Stem [<0.06]*
Root [<0.34]
Mature leaf [ <0.60]
Petal [ <0.94]
Calyx [<4.19]
Stamen [<1.92]
Pistil 0.25
Immature pericarp 6.54
Immature seed 175
Mature seed 697

* Stizolamine could not be detected.



