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Abstract—Two new free imino acids have been isolated from seeds of Afzelia bella: trans-4-hydroxy-L-proline and
frans-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-L-glutamic acid. Small amounts of acetylornithine
are also present. It is the first time that frans-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-proiine sont les seuls
imino acides trouvés normalement dans les protéines
végétales. Un nombre relativement important d’acides
aminés 4 noyau pyrrolidine ont été isolés, & ’état libre,
du régne végétal. Ces substances fournissent des colora-
tions spécifiques 4 la ninhydrine et a lisatine, ce qui
rend leur localisation aisée.

La trans-méthyl-4-L-proline a été isolée de poires [1]
et elle se trouve en petites quantités dans d’autres fruits
de la famille des Rosaceae [2, 3]. Cette forme trans est
aussi présente dans les antibiotiques grisélomycine [4] et
monamycine [5] tandis que la forme cis aurait été trouvée
dans P'antibiotique ICI 13959 [6]. La cis-méthyl-3-L-
proline a été signalée dans un peptide antibiotique [7, 8]
et la cis-méthyl-S-L-proline est un constituant de ['acti-
nomycine Z5 [9]. L’hydroxy-3-oxo-4-méthyl-5-proline
est présente dans l'actinomycine Z1 [10]. La méthyléne-
4-pL-proline a €té isolée de graines d’Eriobotrya japonica
par Gray et Fowden [ 11]. Ces auteurs signalent également
sa présence dans les graines d'un genre voisin . Raphio-
lepis. Trois autres dérivés de la proline ont aussi été
identifiés dans des antibiotiques: la propyl-4-N-méthyl-
L-proline [12], Iéthyl-4-N-méthyl-L-proline [13] et la
dichloro-3,4-proline [14, 15]. La cis-hydroxyméthyl-
4-L-proline a été isolée de pommes et de poires [16, 17].
Récemment, la cis-hydroxyméthyl-4-L-proline a été
associée a la trans-hydroxyméthyl-4-proline (64 %, forme
D et 369 forme 1) dans les graines d’Eriobotrya japonica
[11, 18] La trans-hydroxy-4-L-proline n’a jamais été
trouvée a I’état libre dans les plantes: elle a été isolée pour
la premiére fois dans un hydrolysat de gélatine [19];
on la trouve aussi dans de nombreuses protéines et
notamment dans le collagéne [20] et dans les protéines
de Santalum album [21]. La cis-hydroxy-4-L-proline a
été isolée a I’état libre dans les feuilles de santal {22, 23].

*Part 17 in the series ‘Acides aminés libres des 1égumineuses’.
For part 16, see Despontin, J., Marlier, M. and Dardenne, G.
(1977) Phytochemistry 16, 387.

Sa distribution dans les différentes espéces de Santalaceae
aétéétudiée [24-26). Ce composé cis a aussi ét€ caractérisé
dans Fagus sylvatica [27] et dans des peptides de Amma-
nita phalloides et Agaricus phalfoides [28]. La cis-hydroxy-
4-p-proline est présente dans I'étamycine [29]. L’oxo-
4-proline ne se trouverait que dans des antibiotiques
[30]. La trans-hydroxy-3-L-proline a ét¢ isolée de graines
et de jeunes pousses de Delonix regia [31]. Elle a été
observée dans le collagéne [32-34] et dans des éponges
[35-37]. Les isoméres cis et trans ont été identifiés dans la
télomycine [38, 39]. La cis(exo)-méthano-3,4-L-proline.
est I'acide iminé principal de Aesculus parviflora [40}].
Les protéines de diatomées, Navicula pelliculosa, con-
tiennent la cis-2,3-trans-3,4-dihydroxy-L-proline [41, 42].
Deux dérivés basiques de la proline ont été identifiés:
la carboxy-3-amino-3-proline (cucurbitine) dans Cucur-
bita moschata [43] et la cis-amino-3-L-proline de différen-
tes espéces de Morchella [44]. L’amino-3-proline a aussi
été trouvée dans la viomycidine [45]. Tres peu d’acides
iminés acides ont été observés dans la nature. Nous
citerons I’acide kainique et ’acide allo-kainique (carboxy-
méthyl-3-isopropényl-4-L-proline) de Digenea simplex
[46-48], 'acide domoique (carboxyméthyl-3-(2-carboxy-
1-méthylhexane-1,3-diényl)-4-L-proline) de Chondria
armata [49] et la trans-carboxy-5-L-proline d’algues
rouges marines [50]. Comme dérivés de la proline, il faut
encore citer I’'amino-1-D-proline isolée sous forme de
dipeptide [S1], I’hydroxy-4-N-méthyl-L-proline de
Afrormosia elata [52] trouvée dans la farine d’arachides
[53] et dans I’écorce de Croton gubougia [54]. Un imino-
alcool, qui pourrait &tre un intermédiaire de synthése de
I'acide o iminé correspondant, a été isolé de Derris
elliptica. 11 s’agit de la dihydroxyméthyl-2,5-dihydroxy-
3,4-pyrrolidine [ 55].

Dans le cadre de nos études sur la répartition des
acides aminés libres des légumineuses [56], nous venons
d’isoler, pour la premiére fois, deux dérivés de la proline
présents a I’état libre. 1l s’agit de la trans-hydroxy-4-L-
proline et de la trans-carboxy-4-L-proline. Les graines
d’Afzelia bella contiennent aussi de grosses quantités de
proline, d’acide pipécolique, de méthyléne-4-DL-proline
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et dans une proportion moindre, de la cis-hydroxyméthyl-
4-L-proline et de I’acide méthyléne-4-L-glutamique. Une
substance qui migre comme ['acétyl-5-ornithine est
aussi présente. Plusieurs composés inconnus qui réagis-
sent en violet ou en jaune & la ninhydrine et dont un
réagit comme la méthyléne proline a 1'isatine sont déce-
lables en traces.

Ce premier isolement de la trans-hydroxy-4-L-proline
a I’état libre doit étre signalé dans le contexte de 1’étude
de Kuttan et Radhakrishnan qui ont montré que, dans
Santalum album, la cis-hydroxy-4-L-proline était synthéti-
sée par hydroxylation directe de la proline [57].

RESULTATS ET DISCUSSIONS

L’étude de la distribution des acides aminés libres de la
fraction soluble dans I"éthanol aqueux des graines de Af-
zelia bella Harms (Caesalpinioideac) a permis par 2D PC
et par HVE a pH 3,6, de mettre en évidence une tache
de nature indéterminée et se révélant 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 thréonine au phénol pH 4,2. A I'électro-
phorése, elle se comporte comme un acide aminé plus
acide que l'acide aspartique. Aprés purification de
I'extrait hydro-alcoolique, le résidu d’acides aminés a
été fractionné sur une colonne de Dowex 1 x 8, forme
AcO~ dans H,O. Aprés séparation des acides aminés
neutres par H,O, les composés acides ont été élués par
HOAc 2 N. Le nouveau produit a été purifié par chroma-
tographie préparative sur papier et ensuite recristallisé.

H H,

COOH ——; a
aHy/s , \pCOOH

Le test au nitroprussiate—acétaldéhyde, caractéristique
des amines secondaires, est positif [58]. Le spectre IR
présente une bande intense & 1725 cm ™, ce qui démontre
la présence d’un groupe carboxyle non ionisé. Le spectre
de masse de I'acide aminé libre donne un pic moléculaire
mfe = 159,0535 (CgHoNO, = 159.1474). Le fragment a
mfe = 114,0557 (CsHgNO, = 114.0358) est di a la
perte de —COOH; cette fragmentation est typique des
pyrrolidines a substituées [59. 60]. Le dérivé TMS
fournit un pic moléculaire & m/e = 375 correspondant
a la fixation de 3 groupes triméthylsilyles.

Les résonances observées en !3C RMN sont attribu-
ables aux atomes de carbone d’'un dérivé de la proline
substituée, en position 3 ou 4, par un groupe carboxyle
[61] (voir partie expérimentale). La substance a aussi
été étudiée par 'H RMN. L'attribution des multiplets
aux protons sur les carbomes cycliques est évidente
grace a '’examen des déplacements chimiques, des sur-
faces intégrées et des multiplicités observées, (voir Tableau
1). Ces résultats fixent la substitution du groupe carboxyle
en position-4 de la proline. Le systéme de 6 noyaux couplés
a ét¢ analysé suivant le procédé d’Abraham-McLauchlan
[62]. Le spectre a été décomposé en un systéme ABMX
avec AB = H;,, Hy,; M = H, et X = H,. Ce dernier
proton fait en outre partie d'un systéme A'B'X compre-
nant H;,, Hs, et H,. Les paramétres obtenus par cette
analyse ont été¢ confirmés par double irradiation sur
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Tableau 1. "H RMN de la trans-carboxy-4-1-proline

HZ HSB H}b I-[4 H5.I H5b
8 (D,0) 430 258 242 334 365 362
Multiplicités

observées 4 16 7 8

Double résonance + 8 7 8

4 8 4
4 (D,0 + TFA) 462 274 2359 349 372 372
J (Hz, D,0) 303 = 14,05 Jop sy = 1201

Jaag =708 Jy . =482 Jo, , =869
Jia =872 Jyp 4 =071 Jgp, =565

Les spectres de la carboxyproline ont ét¢ enregistrés sur un
spectrométre Brucker 270 MHz Les déplacements chimiques
sont donnés en ppm par rapport au 2.2.33-tétradeutério-3-
(trimétylsilyl) propionate de Na

les résonances H, et H,. Ne disposant que des valeurs
des constantes de couplages vicinales d’un seul des quatre
diastéréoisoméres possibles, la comparaison de celles-ci
avec celles de dérivés cis et trans de la proline substitutée
en position 4 né permettent pas de déterminer avec certi-
tude la stéréochimie de la molécule [62, 63]. L'étude de
diffraction des rayons X de l'acide iminé a !'état cristal-
lin fixe les substituants en position trans [64]. Ce résultat
confirme ainsi le fait que 1'anhydride interne n’a pu
étre formé. Les valeurs des pouvoirs rotatoires et |'effet
Cotton positif observé montrent que nous sommes en
présence d’un rL-imino acide; ce qui établit dés lofs sa
configuration absolue: trans-carboxy-4-L-proline ou
2(8), 4(R)-dicarboxypyrrolidine.

La carboxy-4-L-proline compléte la liste déja longue
de dérivés de la proline, principalement ceux substitués
en position 4. L’intérét de la découverte de ces nouveaux
composés n’est plus a souligner car, par comparaison
avec le role physiologique que jouent certains acides
imingés, la carboxy-4-proline pourrait aussi présenter des
propriétés antimétaboliques intéressantes. La présence
de ces différents dérivés et en particulier de cis-hydroxy-
méthyl et de trans-carboxyproline dans la méme plante
suggére un mécanisme de biosynthese particulier surtout,
comme nous l'avons signalé, que la cis-hydroxyproline
est biosynthétisée par hydroxylation directe de la proline,
Du point de vue chimiotaxonomique, cettec découverte
est intéressante. En effet, les Caesalpinioideae étant les
plus primitives des Légumineuses. la découverte de ces
substances caractéristiques des Rosaceae, confirme les
relations phylogénétiques entre cette famille et les
Leguminosae. Ceci est un argument en faveur du
rattachement des Legumineuses a 'ordre des Rosales
{Maréchal, comm personnelle).

PARTIE EXPERIMENTALE

Matériel. Les grames de Afzelia bella proviennent du Zaire.

Méthodes d’analyses. La 2D PC sur papier Whatman 3 MM
a €té réalisée en utilisant comme solvants le --BuOH- HCOOH -
H,O (15 3.2) et le phénol saturé par un tampon a pH 4.2
{acide citrique-Na,HPO,, 2H,0, 0.08 M). R,, COOH-4-Prol-
BuOH = 0,57; PhOH = 0.79. HVE a été réaliseé 4 pH 3.6;
70V/cm; 90 min; les mobilités par rapport a I'anode sont en
cm Ac.glut, 1.3; Ac.asp., 3.8, COOH-4-Pro., 5,2. Les spectres
de '3C RMN ont été enregistrés sur un appareil Brucker HX 90F
4 22,63 MHz.
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Isolement de la carboxy-4-proline. Les graines de A. bella
(1750 g) ont été grossiérement broyées et extraites par 3 fois
1,5 1. de CHCI,. Elles ont alors ét¢ pulvérisées finement et
extraites avec 21 1. d° EtOH & 50%;. L’extrait filtré a été purifié
sur une colonne de Lewatit S 1080, H*, 50-70 mesh, 5 x 60 cm.
Aprés passage de la solution alcoolique, la résine a été lavée
a PEtOH 509 et a I’eau. Les acides aminés ont ensuite été
élués par la pyridine 1 N. Aprés évaporation a sec, le résidu a
été repris par le minimum d’eau et les acides aminés ont été
fixés sur une colonne de Dowex 1 x 8, forme AcO~, 200400
mesh, 4 x 90 cm. Les acides aminés neutres ont été élués par
H,O et les acides aminés acides ont été désorbés par HOAc 2N.
La substance passe directement aprés 1’ acide aspartique. Elle
a ét¢ purifiéee par chromatographie préparative sur papier
(PhOH pH 4,2) et ensuite recristallisée dans un mélange EtOH-
H,O0 (240 mg) '3C RMN . é (TMS interne) dans D,0 = C,,
61,5; Cs, 33,0; C,, 43.2; Cs, 48,3; « COOH, 174,0; COOH,
176,8 ppm; dans D,0 + TFA =C,, 59,6; C; =317; C, =
41,8; Cs, 47,9; o« COOH, 170,9; COOH, 1754 ppm. [0%2%08 -
46,2° (c 1,2, H,O), [«]2%" — 9,7° (¢ 1,1, HCIIN). Un effet Cotton
positif a été observe Ba: la mesure des courbes de dichroisme
circulaire : A, = 213nm, Ae = 0,58 (0,075 M H,0); 4.,
= 208 nm, Ae = 0,99 (0,069 M HCI 1 N).

Isolement de lacide méthyléne-4-L-glutamique. 70 mg de
substance ont été séparés sur Dowex 1 x 8, AcO™. Le spectre
IR est tout a fait identique au produit de référence.

Isolement des acides aminés neutres. La fraction neutre prove-
nant de I’¢lution par H,O sur la colonne de Dowex 1 x 8 a
été passée sur une colonne de Dowex 50 W x 8, forme H*
et ¢luée par HCI 1 N (4 x 100 cm). Aprés séparation en groupes,
les imino acides ont été séparés par chromatographie prépara-
tive sur papier avec comme solvants le ButOH-HCOOH-H,0
et le PhOH pH 4,2. Nous avons ainsi isolé la proline, I’acide
pipécolique, la méthyléne-4-pL-proline (1200 mg), la cis-hydroxy-
méthyl-4-L-proline (86 mg) et la trans-hydroxy-4-L-proline (200
mg). Tous ces imino acides ont été recristallisés plusieurs fois
et leur structure confirmée par spectrographie IR. Ils sont
chromatographiquement purs et leurs spectres IR sont tout
4 fait identiques a4 ceux d’échantillons de référence (publiés
également dans la littérature) [65, 66a]. Nulle trace de cis-
hydroxy-4-proline ni de trans-hydroxyméthyl-4-proline n’a
été détectée & HVE—pH 1,9—70 V/jem, 3 hr. Méthyléne-4-DL-
proline : [a]3°" —0,2° (¢ 5,1, H,0), Litt.: [«]2° + 0.5 (c 3,1,
H,0) [11]. cis-Hydroxyméthyi-4-t-proline . [2]3° —74,1° (c
2,46, H,O) Lint | 1, —754°(c0,4, H,0)[18] trans-Hydroxy-
4-L-proline : | ], -757° (c 0,81, H,0), Litt.: [«]3> —75.9°
{c 2, H,0) [66b].
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