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SHORT REPORTS 
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Abstract-A new naturally occurring pipecolic acid derivative has been isolated from leaves of the legume Culliandra 
haemarocephalu. Its structure was shown to be 2S,4R-carboxy-2-acetylamino4piperidine by chemical and spectro- 
scopic methods. 

INTRODUCTION 

De nombreux acides aminb libres d&iv& de I’acide 
pipkcolique ont ttk dtcouverts dans le rtgne vCgtta1: 
l’acide trans hydroxy&pipkcolique [l], I’acide trans 
hydroxy4pipkolique 123, I’acide hydroxy3-pip&co- 
lique [3] et l’acide ckto4pipkcolique [4], la baikiaine 
[S], la guvacine [6], l’acide amino4pipkcolique [7-91. 

Rtcemment, Kristensen [lo, 111 a isolt les acides 
2@),5@‘),6(S) et 2@),5(R),5(S) hydroxy-S-mtthyl&pip& 
colique de Fq~us syloaticu, tandis que nous isolions le y 
glutamyl-peptide de I’acide pipkcoiique [12] de Gleditsia 
caspica et I’acide cis hydroxy-5-pipkotique [ 133 de 
Gymnocladus dioicus. Dans l’ktude de la repartition des 
acides aminks libres des feuilles de Derris elliptica, nous 
avons caractkisk deux imino-acides hydroxylks qui sont 
des diastkrkoisomtres. L’un est i’acide L-2,4-trans-4,5- 
cis-dihydroxy-4,5-pipkcolique [14-161 que nous avons 
dkjja mis en evidence dans les feuilles de Calliandra 
haematocephala; I’autre est I’acide L-2,4-cis-4,5-trans- 
dihydroxy-4,5-pipkcolique [16, 173. Les 4 isomires de 
I’acide L-dihydroxy-4,5-pipkcolique ont ttt synthktisks 
[16]. Shewry et Fowden [lS] viennent d’isoler un 
sttrkoisomk de ces deux composks dans les graines de 
Julbernardia paniculata. II s’agit de I’acide L-2,4-trans- 
4,5-trans_dihydroxy4,5-pipkcolique. Lors de l’ttude des 
acides aminb de Calliandra, nous avions signal6 la 
prksence en faible concentration d’une substance in- 
connue B. Ce composk a maintenant C3 isolt en quantitk 
suff%ante et sa structure a Ctk dtterminke comme Ctant 
I’acide 2S,4R-acetylamino-4-pipkcolique. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La ZD-PC de I’extrait alcoolique de Calliandra 
haematocephala r&Ye la prknce de deux substances A 
et B de nature particulitre dont I’une (A) a fait I’objet de 
prkkdentes publications [14-163. La seconde (B) se. 
prksente comme un spot pourpre avec la ninhydrine et 
elle donne une fluorescence rouge aux UV: le spot est 

bleu-vert aprks &action avec l’isatine, ce qui est carac- 
ttristique des imino-acides; le test au nitroprussiate est 
positif [ 191 et la substance forme un complexe cuivrique 
indiquant la prksence d’un acide imink [20] ; elle migre 
comme les acides 4 et 5 hydroxypipkcoliques au butanol 
et kgkrement plus loin que l’acide trans-hydroxy4 
pipkcolique au phtnol pH 4,2. Par tlectrophorkse g pH 
3,6, la substance est neutre. 

Aprb purification de l’extrait Cthanolique sur Lewatit 
S 1080 et prkparation sur une colonne de Dowex 1 x 2 
et ensuite sur une colonne de Dowex 5Ow x 4, forme 
pyridinium, B est &park des autres iminoacides par 
passage sur une colonne de Dowex 50~ x 4, H+, 
l’klution Ctant rhtiske par HCI 1.5N. La forme libre est 
obtenue par passage sur une petite colonne de Lewatit 
S 1080, H+ et elle est recristalliske dans un mtlange eau- 
a&one; l’analyse Climentaire conduit g la formule 
C,H,,N,O, .0,5 H,O. 

Le nouveau composk est aiskment hydrolysk par 
chauffage dans HCI; il fournit un acide imink B,, peu 
mobile il la ZD-PC, qui est basique par HVE g pH 3,6. 
L’action de l’acide nitreux [21] sur B,, suivie d’une 
hydrolyse acide, fournit un mklange des isomtres cis et 
trans de I’acide hydroxy4pipkolique (en quantitks 
pratiquement iquimokculaires), indiquant que B est un 
dtrivt de I’acide amino-4-pipkcolique. 

H* NHR 

Fig. 1. R = H(B,) 
= COCH, (B) 
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Tableau 1. ‘H RMN de Bet du monochforydrate de B, 

B dons D,O 

Protons 
6 (centre du multiplet) 

54 61-62 
3,93 3,32 
2H, m 2H, m 

4 51-52 31-32 
199 199 2,4 

s m m 

B dons D,O + TFA (pH I) 

Protons 
6 (centre du multiplet) 

Multiplicite aprb double resonance 

J 

Monochlorydrate de B, 

Protons 
d (centre du multiplet) 

J 

2 61-62 4 
425 3,34 4,03 
lH,t 2H, m 1H.m 

s s 

s 

J 2-31 = J 2-32 = 65 ’ 

2 61-62,4 
4,19 3,1-3,73 
lH,t 3H, m 
J 2-31 = J2_32 = 5 

7H 

4 51-52 31-32 
1.98 1,91 220 

+ 

x 
x 

51-5531-32 
1,512,76 

4H, m 

Tous les spectres ont ett enregistrks sur un spectromttre JEOL, JNM, PS.100. Les deplacements 
chimiques ont don& en ppm par rapport au 2, 2, 3, 3-tetradeuterio-3-(trimethylsilyl)propionate de 
Na. Les constantes de couplages sont en Hz. m = multiplet, t = triplet, s = singulet. 

IIU‘HR COOH COOH H COOH 

NHR 

COOH 
NH; 

H & H 
NHR 

Fig. 2. Conformations dans le cas dune relation 24 cis. Fig. 3. Conformations dans le cas dune relation 24 trans. 

L’examen des spectres ‘H RMNde Bet B,, enregistrb 
dans diverses conditions (voir Tableau I), permet de 
determiner leur structure ainsi que leur configuration 
absolue (voir Fig 1). 

La comparaison des intensitb intt$kes cum&es fait 
apparaitre une difference de 3 protons entre les spectres 
de B et B,, due a un singulet situe a 6 = I,99 dans le 
spectre de B pris dans D,O + TFA. Ce singulet carac- 
tirise un groupement methyle adjacent a un groupe 
-CO-NR, [22,23] : ainsi, Ie deplacement chimique des 
protons methyles dam un groupe -NH-CO-CH, 
appartenant a divers acetamido cyclohexanols varie entre 
1,88 et 2,036 [24]. Comme le montrent les d&placements 
chimiques, leurs variations en fonction de I’acidite 
du milieu et les expkiences de double resonance, les 
massifs situ& B 6 = 1,91 et 3,34 peuvent etre attribues 
aux protons pork par les carbones 5 et 6, les massifs 
situ&s a 6 = 2,20,4,03 et 4,25 sont attribues aux protons 
pork par les carbones 3, 4 et 2 du cycle pipkidine. 
B et B, sont insensibles a l’action de la L et de la D amino 
acide oxydase mais, dans les deux cas, Mac, - MulO est 
positif. Ces resultats sont en faveur dune configuration 
‘S. 

Sachant done que la configuration du carbone 2 est 
‘S, if est possible de determiner la position relative de-s 
substituants dans la molecule, bien que la complexitt 
des spectres ne permette pas la mesure de toutes les 
constantes de couplage. 

En milieu acide, le proton 2 foumit un triplet et J 
mesure est d’environ 6,5 Hz pour B et 5 Hz pour B,. 
L’aspect de ce massif rend improbable une configura- 
tion 24 cis entre les substituants du cycle: si on admet 
que la molecule adopte une forme chaise, deux confor- 
meres pourraient thtoriquement exister. I’un ou les 
deux substituants sont en position equatoriale (a), 
I’autre 06 ils sont en position axiale (b) (Fig. 2); toutefois, 
la difference. d’energie libre entre les dew formes est de 
I’ordre de 3 a 4 Kcal/mol et favor& nettement le con- 
formere (a). Le proton port6 par le carbone 2 wait done 
en position axiale pridominante et l’on observerait un 
quadruplet posskdant dew constantes de couplage 
distinctes, ce qui n’est pas le CBS. Dans le cas dune con- 
figuration 24 trans, if existe Cgalement dew conform&es 
chaise (Fig 3); le triplet du proton 2 implique une 
equivalence de J, _ 31 et J, _ 32 qui se conceit si le proton 
est en position equatoriale, le groupement carboxyle 
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ttant en position axiale; le groupement acktylamino 
se trouve il ce moment en position trans Cquatoriale. 

La diffkrence d’tnergie libre entre le conformire 
ainsi d&i et son inverse est t&s faible; la prksence de 
deux conform&s en solution est done probable et les 
valeurs des constantes J,_, favorisent cette hypothbe 
pour B comme pour B,. Le composk B est done I’acide 
(L)-trans-adtylamino4pipkcolique ou 2S,4R-carboxy- 
2-adtylamino4pipkidine. L’existance de cet acide 
amid n’a jamais CtC signalk; I’acide amino4pipkcolique 
a Ctk identitit dans Strop&w&us scandens [7-91 mais sa 
configuration absolue n’est pas p&i&e; l’insuffkance 
des don&es ne nous a pas permis de le comparer avec 
notre composk B,. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Mat&X Les feuilles de Calliandra proviennent de plantes 
cultiv&s en serre et conserv&s g la Faculte da Sciences 
Agronomiques de Ckmbloux. 

Chromatographie sur papier. Les solvants suivants ont ttt 
utilists: n-BuOH-HCO,H-H,O (15:3:2) (I), PhOH tamponnt 
B pH 4,2 (acide citriqusNa,HPO, .2H,O, 0,08 M)‘. Le solvant 
(1) est utili& en premier lieu pour la chromatographic bidimen- 
sionnelle. 

EffV---pH I.9 (33,2 ml HCOOH, 147 ml CH,-COOH, 
H,O ad 2 I.); tension 60 V/cm, d&e 60’. pH 3,6 (10 ml Py. 
100 ml CH,-COOH, H,O ad 2 I.); tension 60 V/cm, dur& 45’. 

St!paration des acides amint%. Un extrait des acides amints 
(7 g provenant de 1 kg de feuillcs fraiches) est purifit sur L.ewatit 
S 1080, H+ puis soumis a un fractionnement sur une colonne 
de Dowex 1 x 2, CI- (109 x 3,5 cm); lea acides amin& proven- 
ant de cette kparation sont fraction& sur une colonne de 
Dowex 50 wx x 4. forme pyridinium (3.5 x 100cm), l’ilution 
ctant r&Ii&e par un tampon Py-HCOOH-H,O (40:55:4905) 
de pH 3,3. Les fractions contenant B sont pass&s sur une 
colonne de Dowex MW x 4, H+ et Clu& par HCI 1.5 N 
(3 x 80 cm, dCbit = 25 ml/20 min): dans ces conditions, B 
passe apr+a la proline dans lea fractions 307 g 360 et est accom- 
pagnC d’une petite quantiti de B, form& par hydrolyse sur la 
colonne. HCI est Llimi& par tvaporation sous vi& et passage 
sur une colonne de Dowex 1 x 8, forme a&ate; B est &pad de 
B, par passage sur une colonne de Dowex 1 x 2 CZ-. Apr&s 
t&oration et recristallisation dans un mClange eau-acktbnc, 
on obtient 410~ de B (C = 49.22: H = 7.75: N = 14.35. 
Calculb pour C;H,,NzO‘ 
N = 14.04%); ;;, 

0,5 H,O:. C = 49.38; H = 7;59; 
nm = -6” (c, 0,20; H,O); iz, nm = +0,5” 

(c. 0.1%; HCl 2N). 
Hydrolyse. 100 mg de B sont chauf6 en tube fermk g 100 

pendant 3 hr en pr&ena de 1Oml HCl 2N. L’hydrolysat 
evapod B set est d&arras& de I’HCI rksiduel par passage sur 
une colonne de Dowex 1 x 8; la forme Iibre de B,, difficile & 
cristalliser, est transform& en monochlorhydrate par passage 
sur une colonne de Dowex 1 x 2, et tlution B I’eau. On obtient 
75 mg de monochlorhydrate de B,. 

Action de HNO, sur B,. 50 mg de B, sont dissous dans 2 ml 

d’HCl et maintenus dm un bain d’eau bouillante; on ajoute 
150 mg de NaNO, en 3 portions et aprts 1 hr de &action, le 
mtlang nitrod refroidi et lid zl pH 2 cst extrait par 3 x 10 ml 
d’bher. Ou evapore 8 set et It r&sidu est redissous dans 1 ml 
HCl 1N cn prtsena & 5 mg de sulphonate d’ammonium; on 
chauffe B 1 lo” 3 hr en tube ferm6; apr&s 6limination de HCI on 
r&l& une chromatographie. sur papier du mtlange rhctionnel 
avec n-BuOH-HOAc-H,O (4: 5: 1) [25]. 
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