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Abstract-Two new free imino acids have been isolated from seeds of Afzelia bella: trans-4-hydroxy-L-proline and 
trans-4-carboxy-L-proline. They are accompanied by relatively large quantities of proline, pipecolic acid, 4-methy- 
lene-DL-proline, cis-4-hydroxymethyl-L-proline and 4-methylene+glutamic acid. Small amounts of acetylornithine 
are also present. It is the first time that arans-4-hydroxy-L-proline has been found as a component of the free amino 
pool of plants. 

INTRODUCTION 

La proline et la trans-hydroxy-4-L-proline sont les seuls 
imino acides trouvCs normalement dans les proteines 
v&g&tales. Un nombre relativement important d’acides 
aminCs & noyau pyrrolidine ont CtC isolts, & I’ittat libre, 
du ri?gne vCgtta1. Ces substances fournissent des colora- 
tions spCcifiques g la ninhydrine et B I’isatine, ce qui 
rend leur localisation aisle. 

La trans-mCthyl+L-proline a tti isolCe de poires [l] 
et elle se trouve en petites quantitCs dans d’autres fruits 
de la famille des Rosaceae [s 31. Cette forme trans est 

aussi prCsente dans les antibiotiques grisClomycine [4] et 
monamycine [S] tandis que la forme cis aurait Cti trouvCe 
dans I’antibiotique ICI 13959 [6]. La cis-mCthyl-3-L- 
proline a CtC signal& dans un peptide antibiotique [7,8] 
et la cis-mCthyI-5-L-proline est un constituant de I’acti- 
nomycine Z5 [9]. L’hydroxy-3-oxo-4-mCthyl-5-proline 
est prksente dans I’actinomycine Zl [lo]. La mCthyl&ne- 
4-DL-proline a Ctt isolCe de graines d’Eriobotrya japonica 
par Gray et Fowden [ll]. Ces auteurs signalent Cgalement 
sa prtsence dans les graines d’un genre voisin . Raphio- 
Zepis. Trois autres d&iv& de la proline ont aussi CtC 
identifib dans des antibiotiques : la propyl-4-N-mCthyl- 
L-proline [12], I’Cthyl-4-N-mCthyl+proline [13] et la 
dichloro-3,4-proline [14, 151. La cis-hydroxymCthyl- 
4-L-proline a Ctir isolCe de pommes et de poires [16, 171. 
Rbcemment, la cis-hydroxymCthyl-4-L-proline a CtC 
associee & la trans-hydroxymCthyl-4-proline (64% forme 
D et 36% forme L) dans les graines d’Eriobotrya juponica 
[ll, 18-J. La @cans-hydroxy-4~L-proline n’a jamais et& 
trouvCe d I’Ctat libre dans les plantes: elle a CtC isol& pour 
la premitre fois dans un hydrolysat de gklatine [19] ; 
on la trouve aussi dans de nombreuses protitines et 
notamment dans le collagkne [20] et dans les protiines 
de Santalum album [Zl]. La cis-hydroxy-4-L-proline a 
ttC isolte g 1’Ctat libre dans les feuilles de santal [22, 231. 

*Part 17 in the series ‘Acides aminks libres des Egumineuses’. 
For part 16, see Despontin, J., Marlier, M. and Dardenne, G. 
(1977) Phytochemistry 16, 387. 

Sa distribution dans les diffkrentes esptces de Santalaceae 
a &ti: Ctudi&e [24-261. Ce composir cis a aussi Cti: caractCrisC 
dans Fagus syluatica [27] et dans des peptides de Amma- 
nitaphalloides et Agaricus phaKoides [28]. La cis-hydroxy- 
4-D-proline est presente dans l’t?tamycine [29]. L’oxo- 
4-proline ne se trouverait que dans des antibiotiques 
[30]. La trans-hydroxy-3-L-proline a Ct& isolCe de graines 
et de jeunes pousses de Delonix regia [31]. Elle a irtC 
observ&e dans le collag&ne [32-341 et dans des Cponges 
[35-373. Les isomkres cis et truns ont &ti: ident&% dans la 
tClomycine [38, 391. La cis(exo)-mCthano-3,4+proline. 
est l’acide iminC principal de Aesculus parvifora [40]. 
Les prottines de diatomees, Navicula pelliculosa, con- 
tiennent la cis-2,3-trans-3,4-dihydroxy-L-proline [41,42]. 
Deux d&-iv&s basiques de la proline ont Cti identifiks: 
la carboxy-3-amino-3-proline (cucurbitine) dans Cucur- 
bita moschata [43] et la cis-amino-3-L-proline de diffkren- 
tes espkces de Morchella [44]. L’amino-3-proline a aussi 
ktii trouvk dans la viomycidine [45]. Tr&s peu d’acides 
imines acides ont CtC observCs dans la nature. Nous 
citerons l’acide kalnique et I’acide allo-kainique (carboxy- 
methyl-3-isopropCnyl-4-L-proline) de Digenea simplex 
[46-48], l’acide domolque (carboxymCthyl-3-(2-carboxy- 
1-mkthylhexane-1,3-diCnyl)-4-Lproline) de Chondria 
armata [49] et la trans-carboxy-5-L-proline d’algues 
rouges marines [SO]. Comme d&iv&s de la proline, il faut 
encore titer l’amino-1-D-proline isolCe sous forme de 
dipeptide [Sl], l’hydroxy-4-N-m&hyl-L-proline de 
Afrormosia elata [52] trouvte dans la farine d’arachides 
[53] et dans 1’Ccorce de Croton gubougia [54]. Un imino- 
alcool, qui pourrait &tre un intermediaire de synth&se de 
l’acide c( iminC correspondant, a Ctt isolC de Derris 
elliptica. I1 s’agit de la dihydroxymCthyl-2,5-dihydroxy- 
3,4-pyrrolidine [55]. 

Dans le cadre de nos Ctudes sur la r&partition des 
acides amints libres des ICgumineuses [56], nous venons 
d’isoler, pour la premi&re fois, deux dCrivCs de la proline 
prCsents B l’ttat libre. 11 s’agit de la trms-hydroxy-4-L- 
proline et de la trans-carboxy-4-L-proline. Les graines 
d’Afzelia bella contiennent aussi de grosses quantitts de 
proline, d’acide pipCcolique, de mCthyl&ne-4-DL-proline 
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et dans une proportion moindre, de la cis-hydroxymkthyl- 
4-L-proline et de l’acide methyl&e-4-L-glutamique. Une 
substance qui migre comme l’ac&tyl-Sornithine est 
aussi prksente. Plusieurs composCs inconnus qui rkagis- 
sent en violet ou en jaune g la ninhydrine et dont un 
r&agit comme la methyl&e proline B l’isatine sont dtce- 
lables en traces. 

Ce premier isolement de la trans-hydroxy-4-L-proline 
& l’ktat libre doit Ctre signal& dans le contexte de I’Ctude 
de Kuttan et Radhakrishnan qui ont montre que, dans 
Santalum album, la cis-hydroxy-4-L-proline Ctalt synthtti- 
s&e par hydroxylation directe de la proline [57]. 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

L’ttude de la distribution des acides aminks libres de la 
fraction soluble dans I’kthanol aqueux des graines de Af- 
z&a bella Harms (Caesalpinioideae) a permis par 2D PC 
et par HVE S. pH 3,6, de mettre en kvidence une tache 
de nature ind&terminCe et se rCvClant en jaune avec la 
ninhydrine et en bleu-vert avec I’isatine. A la chroma- 
tographie, elle migre comme la glycine au butanol et au 
niveau de la thrConine au phCno1 pH 4,2. A I’klectro- 
phor&se, elle se comporte comme un acide amine plus 
acide que I’acide aspartique. Aprt?s purification de 
l’extrait hydro-alcoolique, le rCsidu d’acides amines a 
6tC fraction& sur une colonne de Dowex 1 x 8. forme 
AcO- dans H,O. Aprts sCparation des acides aminks 
neutres par H,O, les composCs acides ont &tk &I&I par 
HOAc 2 N. Le nouveau produit a &t& puriliC par chroma- 
tographie prtparative sur papier et ensuite recristallis&. 

H Hh 

Le test au nitroprussiate-acktaldkhyde, caractCristique 
des amines secondaires, est positif [SS]. Le spectre IR 

prCsente une bande intense g 1725 cm-‘, ce qui dCmontre 
la prCsence d’un groupe carboxyle non ionist. Le spectre 
de masse de l’acide amini libre donne un pit molCculaire 
m/e = 159,0535 (C,H,NO, = 159.1474). Le fragment ?I 
nz/e = 114.0557 (C,H,NO, = 114.0358) est dfi & la 
perte de -COOH; cette fragmentation est typique des 
pyrrolidines n substitutes [59. 601. Le dCriv6 TMS 
fournit un pit molCculalre B m/e = 375 correspondant 
SI la fixation de 3 groupes trimtihylsilyles. 

Les rksonances observkes en 13C RMN sont attribu- 
ables aux atomes de carbone d’un diriv& de la proline 
substituie, en position 3 ou 4, par un groupe carboxyle 
[61] (voir partie expCrimentale). La substance a aussi 
kt& ktudike par ‘H RMN. L’attribution des multiplets 
aux protons sur les carbones cycliques est Cvidente 
g&e g l’examen des dCplacements chimiques. des sur- 
faces int&grCes et des multiplicitCs observkes. (voir Tableau 
1). Ces r&.ultats fixent la substitution du groupe carboxyle 
en position-4 de la proline. Le systeme de 6 noyaux coupI& 
a Ctt analysC suivant le proc&dC d’Abraham-McLauchlan 
[62]. Le spectre a Ct& d&compo& en un systkme ABMX 
avec AB = H,,, H,,; M = H, et X = H,. Ce dernier 
proton fait en outre partie d’un systkme A’BX compre- 
nant H,,, H,, et H,. Les parambtres obtenus par cette 
analyse ont Ct& confirm& par double irradiation sur 

Tableau 1. ‘H RMN de la trans-carboxy-4-L-prohnc 

H, Haa H,, H, H,., H,, 

6 PzO) 4,30 2.58 2.42 3.34 3.65 3.62 
MultiplicitCs 

observtes 4 16 I 8 

Double ksonance + 8 7 8 
1 8 c 4 

6 (D,O + TFA) 4,62 2.74 2.59 3.49 3.72 3.72 

J (Hz, DZO) J 3,_3b = 14.05 J,,~ i,, = 12.01 

J - - 708 . -I,,_, = 4.82 J,,~, = 8.69 3a-* 

J = 8.72 J3,, = 9.71 J5,_, = 5.65 Jb_2 + 

Les spectres de la carboxyproline ont et6 enregistres sur un 
spectromhtre Brucker 270 MHz. Les dkplacements chlmiques 
sont don&s en ppm par rapport au 2.2.3.3-tetradeutCno-3- 
(trimCtylsily1) proplonate dc Na 

les rCsonances H, et H,. Ne disposant que des valeurs 
des constantes de couplages vicinales d’un seul des quatre 
diastCrCoisom&es possibles, la comparaison de celles-ci 
avec celles de d&iv& cis et trans de la proline substitutic 
en position 4 n& permettent pas de dPterminer avec certi- 
tude la stCr&ochimie de la molCcule [62, 631. L’t-tude de 
diffraction des rayons X de I’acide imink g 1’Ptat crlstal- 
lin fixe les substituants en position trans [64]. Ce r&&at 
confirme ainsi le fait que l’anhydride interne n’a pu 
&tre form&. Les valeurs des pouvoirs rotatolres et I’effet 
Cotton positif observe montrent que nous sommes en 
prCsence d’un L-imino acide; ce qui etablit d&s lors sa 
configuration absolue: trans-carboxy-4-r-proline ou 
2(S), 4(R)-dicarboxypyrrolidine. 

La carboxy-4-L-proline complete la liste dkjja longue 
de d&iv& de la proline. Ijrincipalement ceux substitut!s 
en position 4. L’intCrCt de la dCcouverte de ces nouveaux 
composQ n’est plus g souligner car. par comparaison 
avec le r81e physiologique que jouent curtains acldcs 
iminks, la carboxy-4-proline pourrait aussi p&enter des 
propritt&s antimCtaboliques interessantes. La pr&.ence 
de ces diffkrents d&iv& et en particulier de cis-hydroxy- 
mkthyl et de trans-carboxyproline dans la m@me plante 
suggkre un mCcanisme de blosynthkse particuher surtout, 
comme nous l’avons signalk, que la cis-hydroxyproline 
est biosynthktisk par hydroxylation dlrecte de la prolinc. 
Du point de vue chimiotaxonomique. cette decouverte 
est inGressante. En effet, les Caesalpinioldeae Ctant Its 
plus primitives des LCgumineuses. la dCcouverte de ces 
substances caract&istiques des Rosaceae, confirme Ies 
relations phylogCnPtiques entre cette famllle et les 
Leguminosae. Ceci est un argument en faveur du 
rattachement des Legumineuses B l’ordre des Resales 

(Marechal, comm personnelle). 

PARTIE EXPERIMENTALE 

MafPriel. Les grames de A&& hella proviennent du Zaire. 
iwethodes d’nmalq>ses. La 2D PC sur papier Whatman 3 MM 

a ttC rCalisCe en utllisant comme solvants le n-BuOH- HCOOH 
H,O (15 3.2) et le phknol saturk par un tampon B pH 4.2 
(acide citrique-Na,HPO,. 2H,O. 0.08 M). R,, COOH-4-Pro1 
BuOH = 0.57: PhOH = 0.79. HVE a &t& rtallsC b pH 3.6; 
70V/cm; YOmin; les mobilit& par rapport g I’anode sont en 
cm Ac.glut., 1.3; Ac.asp.. 3.8, COOH-4-Pro., 5,2. Les spcctres 
de 13C RMN ont t‘t& enreglstris sur un appareil Brucker HX 90E 
Si 2263 MHz. 
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Isolement de la carboxy-4-proline. Les graines de A. bella 
(1750g) ont &ti: grossibrement broykes et extraites par 3 fois 
1,5 1. de CHCl,. Elles ont alors it& pulvtris&s finement et 
extraites avcc 21 1. d’ EtOH & 50 %. L’extrait fiiti a BtB puriliie 
sur une colonne de Lewatit S 1080, H+, 50-70 mesh, 5 x 60 cm. 
Apr&s passage de la solution alcoolique, la r&sine a &C IavCe 
B 1’EtOH 50% et Ii I’eau. Les acides amints ont ensuite et& 
&lub par la pyridine 1 N. Aptis kvaporation ii set, le rCsidu a 
ttt repris par le minimum d’eau et les acidcs amin& ont et& 
fl&s sur une colonne de Dowex 1 x 8, forme AcO-, 200-400 
mesh, 4 x 90 cm. Les acides aminks neutres ont CtC tlu& par 
H,O et les acides amints acides ont &t& d&orb&s par HOAc 2N. 
La substance passe directement aprts 1’ acide aspartique. Elle 
a &t& purifi&e par chromatographie prkparative sur papier 
(PhOH pH 4,2) et ensuite recri&al&e dani un mblange E%H- 
H,O (240me) 13C RMN 6 (TMS internd dans D,O = C,. 
6i;5; &, 33,o; C,, 43,2; C,, ;18,3; a COO’H, 174,O;COOfi: 
176,8ppm; dans D,O + TFA = C,, 59,6; C, = 31,7; C, = 
41,8; C,, 47,9; o! COOH, 170,9; COOH, 175.4 ppm. 
46,2” (c 1,2, H,O), [u]‘“” 

[a 2o’ - 
- 9,7” (c l,l, HCIlN). Un effet B tton 

positif a ttC observk Bar la mesure des courbes de dichroi’sme 
circulaire : I,, = 213nm As = 0.58 (0,075 M H,O); A,, 
= 208 nm, As = 0,99 (0,069 M HCl 1 N). 

Isolement de l’acide m&hyl&te-4-L-glubamique. 70 mg de 
substance ont Ct& separb sur Dowex 1 x 8, AcO-. Le spectre 
IR est tout a fait identique au produit de rCWrence. 

Isolement des acides aminb net&es. La fraction neutre prove- 
nant de l’tlution par H,O sur la colonne de Dowex 1 x 8 a 
Cti pass&e sur une colonne de Dowex 50 W x 8, forme Hf 
et &lute par HCl 1 N (4 x 100 cm). Apr&s sCparation en groupes, 
les imino acides ont &C &par& par chromatographie prCpara- 
tive sur papier avcc cornme solvants le BuOHIHCOOHLH,O 
et le PhOH DH 4.2 Nous avons ainsi isol& la nroline, l’acide 
pipkcolique, <a mCthyl&ne-4-DL-proline(l200 mg),*la cis-hydroxy- 
mtthyl-4-L-proline (86 mg) et la trans-hydroxy-4-L-proline (200 
mg). Tous ces imino acides ont Cti: recristallis&s plusleurs fois 
et leur structure confirm&c par spectrographic IR. 11s sont 
chromatographiquement pm-s et leurs spectres IR sont tout 
a fait identiques g ceux d’Cchantillons de rCf&rence (publits 
bgalement dans Ia IlttCrature) [65, 66a]. Nulle trace de cis- 
hydroxy-4-proline ni de trans-hydroxym&thyl-4-proline n’a 
&t& d&tect&e & HVE-pH 1,9-70 V/cm, 3 hr. Mtihylkne-4-DL- 
proline : [u];” -0,2’ (c 5.1, H,O), Litt.: [ml? + 0.5 (c 3,1, 
H,O) [ll]. cis-HydroxymCthyl-4-L-proline [ct]p -74,l” (c 
2,46, H,O), LilI ( i;, - 75.4” (c 0.4, H,O) [ 181. truns-Hydroxy- 
4-L-proline : 1 j. - 75.7” (c 0,81, H,O), Litt.: [ali5 -75.9” 

(c Z H,O) [66b]. 
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