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Rkrmk-Un nouvel acide amineinsature ; le L( -)5-m&hyl2-amino 4-hexenoique a et& identifte parchromato- 
graphie bidimensionnelle sur papier et par chromatoelectrophorese sur papier dam l’extrait alcoolique d’un 
champignon, Leucocortinurius bzdbiger. 11 a ete isole par chromatographie sur colomre de r&sine kchan- 
geuse d’ions. Sa structure a &C determinee et confirmke par synthese. 

Abstract-A new unsaturated amino acid, L( -)5-methyl-2-amino4-hexenoic acid has been identified from 
the mushroom Leucocortinarius bulbiger by chromatography and electrophoresis on paper. It was isolated 
on an ion-exchange resin column. Its structure was determined and confirmed by synthesis. 

INTRODUCTION 

GR~E ?r la chromatographie sur papier et a la chromatographie sur colonnes de resine 
Cchangeuse d’ions, plusieurs acides amines insatures ont et6 dtcouverts dans le rbgne vCgCta1: 
l’acide y-mtthylbneglutamiquer et la y mCthyl&neglutamine,l l’acide y methylidenegluta- 
mique,2 la 4-mCthylbneproline,3 la 3-carboxymethyl 4-isopropCnylproline,4~ 5 la 3-carboxy- 
methyl 4-(2-carboxy I-methylhexa 1 ,3-di6nyl)proline,6 la 13 (methylenecyclopropyl) alanine, 
l’cr. (mCthylbnecyclopropyl)glycine,*~ g la S-allylcysteine r”sl l et la S-propenylcysteine sulfox- 
yde,12, I3 la S-vinylcysttine sulfoxyde14 et la 2-methylene cycloheptene 1,3-diglycine15. 
Signalons aussi les isolements recents de la mtthyltnenorvaline,16 de l’acide amino 2- 
hydroxym&hyl-3-pentene-3-oique16 et de l’acide amino-2-methyl-4-hex&e-4-ofque. ‘7 
1 J. DONE et L. FOWDEN, Biochem. J. 51,451 (1952). 
2 L. FO~DEN, Biochem. J. 98,57 (1966). 
3 D. 0. GRAY et L. FOWDEN, Nature 193,1285 (1962). 
4 S. MURAKAW et T. TAKEMOTO, J. Pharm. Sot. Japan, 73,1026 (1953). 
5 Y. UENO et K. TANAKA, Proc. Japan Acad. 33,53 (1957). 
6 K. DAIGO, J. Pharm. Sot. Japan 79,353 (1959). 
7 E. V. ELLINGTON, C. H. HA~SALL et J. R. PLIMMER, Chem. Znd. 329 (1958). 
* L. FOWDEN, Amino Acid Pools, p. 48. Elsevier, Amsterdam (1962). 
9 D. 0. GRAY et L. FO~DEN, Biochem. J. 82,385 (1962). 

10 A. I. VIRTANEN, M. HATANAKA et M. BERLTN, Suomen Kemestilehti B, 35,52 (1962). 
11 A. STOHL et E. SEEBECK, Experientiu 3,114 (1947). 
12 A. I. VIRTANEN, Angew. Chem. 1,299 (1962). 
13 J. F. CARSON, R. E. LUNDM et T. M. Luxss, J. Org. Chem. 31,1634 (1966). 
14 E. DAEBRITZ et A. I. VIRTANEN, Chem. Ber. 98 (3), 781(1965). 
15 E. HONKANEN, T. MOISIO, A. I. VIRTANEN et A. MELERA, Acfa Chem. Scund. 18,1319 (1964). 
16 R. R. DOSE et B. LEVENBERG, Fed. Proc. 26,2 (1967). 
17 L. FOWDEN et A. Wrrrr, Phytochem, 7,809 (1968). 

1401 



1402 G. DARDENNE, J. CASIMIR et J. J~OT 

Nous avons isolt du champignon, Leucocortinarius bulbiger (Alb. et Schwein) Singer, 
le L(-)5-methyl 2-amino 4-hexenoique; nous en avons determine la structure et nous en 
avons fait la synthbe. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

L’etude de la distribution des acides amints libres de la fraction soluble dans l’ethanol de 
Leucocortinarius bulbiger a permis par chromatographie bidimensionnelle et par chromato- 
electrophorbse sur papier de mettre en evidence une tache assez intense de nature indeter- 
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FIG. 1. CHROMATOGRAPHIE BIDIMENS~ONNELLE SUR PAPIER DE L'EXTRAIT ALCOOLIQUE PURIFIB DE 
Leucocortinarius bdbiger (IRE DIMENSION: n-BUTANOL-ACIDE FORMIQUF-EALJ 75-15-10, v/v; 2nrr; 

DIMENSION:PHiNOLSATURkENTAMPONDEpH 4.2). 
1:acide aspartique, 2: acide glutamlque, 3: sbine,4:glycine, 5:thrComne, 6: alanine,7:tyrosine, 
8: valine, 10: leucines, 12-14: acldes amines basrques, 15: glutamme, 5.5: acide y ammobutyrique, 

X1 : acide amme inconnu isol&, XZ et X3: acldes amines inconnus color& en Jaune. 

mince et de coloration jaune avec la ninhydrine (tache XI sur le chromatogramme). Elle se 
situe ltgtrement en dessous et a droite de la leucine (voir Fig. 1). Cette substance migre a 
I’tlectrophorese comme les acides amines neutres. 

Apres purification de I’extrait alcoolique sur une colonne de resine echangeuse de cations 
(Amberlite CG 120, forme H+) et evaporation a set de l’eluat ammoniacal, le residu d’acides 
amines a tte fraction& sur une colonne de resine Cchangeuse d’anions (Dowex 1 X2, forme 
Cl-) ; l’elution ayant tte effect&e par l’eau. 

Apres isolement a Petat pur, la substance a et6 recristallide. Son spectre infra-rouge 
presente I’allure de celui d’un acide amine. L’analyse Clementaire et la valeur du poids 
moleculaire conduisent a la formule C7H1302N. 
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L’acide amine possede une fonction cr-NH2 qui a et6 mise en evidence par la methode de 
Larsen et Kjaer.ls 

Les essais positifs au brome et au permanganate de potassium indiquent que la nouvelle 
substance est insaturee. L’hydrogenation catalytique (PtOJ nous a permis d’isoler un acide 
amine pur qui ne reagit plus ni avec le brome ni avec le permanganate de potassium. 

Nous avons montre par chromatographie en phase gazeuse et aprb transformation en 
nitrile, que l’acide amine nature1 hydrogen6 Ctait le 5-mtthyl2-aminohexanolque. rgs20 

L’oxydation par le permanganate de potassium en milieu fortement acide scinde I’acide 
amine nature1 en acetone et en acide aspartique. Ces deux substances provenant de la 
degradation ont Bteisolees et leurs structures ont et6 determikes avec certitude par chromato- 
graphie et par spectrographic infra-rouge. 

Les divers arguments qui precedent nous permettent de proposer la formule (I) pour le 
nouvel acide amine. Cette structure a et& confirmte par la synthese du DL-5-m&hyl2-amino 
4-hexenoIque. 

HOOC-CH (NH+CH2--CH = C(CH& 

(I) 

Nous avons utilise la methode gCnCrale d’Albertson. 21 L’hydrolyse de l’ester intermtdiaire 
a Btt effectuee en milieu alcalin et les ions Na+ ont et8 elimines par passage sur une colonne 

FIG. 2. SPECTRES INFRA-ROUGES DU ~-M~HYL 2-GINO kr~xk~oi~u~. 

I : Acide amine naturel. 
II : Acide amine nature1 ra&nis& 
III: Acide amin de synthk. 

18 P. OLARSEN et A. KJAER, Biochem. Biophys. Acta 38, 148 (1960). 
19 M. SEVERIN et M. RENARD, Riv. Ital. Sostanze Grasse 12, 649 (1963). 
20 G. DARDENNE, M. SEVERIN et M. MARLIER, Rtsultats non publik 
21 N. F. ALBERTSON, J. Am. Chem. Sot. 68,451 (1946). 
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d’Amberlite CG 120, forme Ht. Nous avons ainsi isole un acide amine insature dont le 
spectre infra-rouge est different de celui de l’acide amine nature1 alors que ces deux acides 
amines sont inseparables par les techniques chromatographiques. 

L’acide amine nature1 a alors ttt ractmise en milieu fortement alcalin et a temperature 
ClevCe Son spectre infra-rouge devient identique a celui du produit de synthese (voir Fig. 2). 
Les valeurs du pouvoir rotatoire prises dans l’eau et dans HCl 1 N nous permettent d’affirmer 
que le nouvel acide amine isole de Leucocortinarius bulbiger est le : L( -)5-methyl 2-amino 
4-hexenoique (I). 

PARTIE EXPERIMENTALE 
Mat&iel 

Leucocortinarius bulbiger @lb. et Schwein) Singer22 (Synonymes: Cortinarius bulbiger (Alb. et Schwein) 
Lange, CortineNus bulbiger (Alb. et Schwein) Gillet). Les specimens rtcoltes ont Bte d&ermines par le Profes- 
seur Dr. P. Hememann. 11s sont parfaitement conformes a la description et a la planche de J. Lange.23 

Chromatographie et Electrophore2se 
La chromatographie bidimensionnelle sur papier Whatman 3 a Cte reali& en utrhsant comme solvant : 

pour la premiere dimension, le melange n-butanol-acide formique-eau (75: 15: 10, v/v) et pour la seconde 
dimension, le phenol sature par un tampon a pH 4 2 (acrde citrique-Na2HPOd, 2H20). 

Les chromatoelectrophoreses ont et& realisees sur du papier SS 2043 b. Nous avons effectue une chro- 
matographie avec comme solvant le n-butanol-acide formique-eau (75 : 15 : 10, v/v) et une electrophorese a 
pH 2 4 (acide acetique 1 N) ainsi qu’une chromatographie avec le phenol sature par un tampon a pH 56 et 
nne Clectronknd~~_.~~HPQ,2H4a et KHZG,k 

Isolement de I’Aclde Amink 
Les champignons fraichement &colt& (1134 g) ont et& broyes au Waring Blendor avec 45 1. d’ethanol a 

95”. Les extraits filtres ont et& purifies sur une colonne d’Amberhte CG 120, forme H+, 100-200 mesh (15 x 
2.6 cm). Apres passage de l’extrait alcoolique, la &sine a Bte la&e a l’alcool et a l’eau. Les acides amines ont 
et& Blues par NH3 1 N. L’eluat a et& Cvapore sous pression reduite a 40” et le residu d’acides ammes (5 06 g) a 
et& repris par le minimum d’eau. 

Les acrdes ammes ont alors ete fractionnes sur une colonne de Dowex l-X2, forme Cl-, 200400 mesh 
(119 x 5.5 cm). L’tlution a tte effectuee par l’eau, le debit Ctant r&g16 & 1.3 ml par minute. Des fractions de 
36 ml ont et& recuellhes. 

L’acide amine X a ete decele a l’etat pur dans les fractions 67 a 76. Ces fractions ont et6 Cvaporees a 
volume reduit, decolorees par le charbon et ensuite filtrees. Le filtrat a Cte evapore a set sous pression reduite 
a 40” et l’acide amine a Cte recristalhse dans l’eau; le filtrat a ete de nouveau concentre a set et l’acide amine 
restant a et6 recristallise dans l’tthanol aqueux. Nous avons ainsr obtenu 388 mg de cristaux transparents, 
incolores, se presentant sous la forme de paillettes; 11s ressemblent a ceux de la leucine mais 11s sont moins 
solubles dans l’eau. 

Structure de l’dcide Amind 
L’acide amine s’opacifie vers 210” et fond en se dtcomposant entre 260 et 270”. I1 possede la composmon 

centesimale suivante C58.72; H, 9.15; N, 9.78 ‘A; ce qui correspond a la formule brute C7Hr302N avec les 
valeurs calcultks: C, 58.21; H, 8.59; N, 9.72 %. L’acide amme a CtC oxyde par le KMn04 et les produits de 
degradation ont CtC determmes avec certitude: 

A 3 mg d’acrde amine dlssous dans 1 ml d’HzS04 2 N, on ajoute goutte a goutte 0.3 ml d’une solution 
contenant 750 mg de KMn04, 10 ml d’H2S04 2 N et 20 ml d’eau. On chauffe pendant une heure en tube 
scellea 70”. Apresrefrordissement, la solutionest versee rapidement dans un appareil de mlcroentramement 
a la vapeur d’eau. On entraine l’acetone qui est precipitee sous forme de 2,4-dinitrophenylhydrazone (Pf: 
125.5”; Pf mixte: 125 5”; spectre 1.r. identrque a celui de la 2,4-dinitrophenylhydrazone preparee a partir 
du produrt pur). 

22 R. SINGER, Lloydia 8, 141 (1945). 
23 J. E. LANGE, Flora Agaricina Danica 3, 14, pl. 81(A) (1938). 
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L’acide aspartique non entrain6 est purifie sur une petite colonne d’Amberlite CG 120, forme Hf. I1 
est inseparable a la chromatographie SIX papier et sur couche mince de l’acide aspartique pur; son spectre 
infra-rouge est identique au produit de reference. 

Les mesures du pouvoir rotatoire ont 6% prises avec un spectropolarimetre a cellule photoelectrique “Pep01 
60, Bellingham Stanley LTD”. 

W%m = - 45.9” (eau, c=O*47) 
= -7”(HCllN,c=0.4) 

d[M] = +55.6 

Synthsse du 5-m.&thyl2-amino 4-hexPnofque24 
Preparation du I-bromo-3-mkthyl-2-butLne. 100 g de 2-methyl-3-butene-2-01 et 465 ml d’HBr a 48% sont 

agites pendant 30 min. La couche huileuse est separk et lavee avec 200 ml de Na2C03 a 10% puis deux fois 
avec 200 ml d’eau glacee. On dche ensuite (CaS04) et on fractionne sous un vide de 12 mm de mercure. La 
portion distillant entre 39-41” est recueillie (109 g), rendement: 65 % 

Pkparation du d~mdthylallylac~tamidocyanoacdiate d’&hyle. 5 g de Na, 34.2 g d’acktamidocyanoacetate 
d’ethyle et 120 ml d’alcool absolu sont chauffes sur une plaque munie d’un agitateur magnttique jusqu’a 
dissolution du sodium. On laisse couler goutte a goutte sur le melange bouillant 36 g de l-bromo-3-methyl- 
2-butbne. Le chauffage est poursuivi pendant 6 hr a reflux. Le melange encore chaud est centrifuge et le 
NaBr est Chmine. L’ester pnkipite immediatement par refroidissement. Apres une nuit en chambre froide, 
le precipite jaune est filtr6, lave abondemment a l’eau glacee, s&he puis recristallise dans l’ethanol aqueux. 

On obtient ainsi 37.6 g de cristaux soit un rendement de 78 %. Pf: 124”; C, 60.48; H, 7.61; N, 11.76%; 
calculd pour Ci2HzoOsN2, C, 60.14; H, 7.50; N, 11.84%. 

Hydrolyse du dim&hylallylacCtamidocyanoacPtate d’&hyle. 6 g d’ester sont dissous dans 100 ml de NaOH 
5 %. La solution est chauffee a reflux pendant 7 hr puis refroidie, on ajoute alors 100 ml d’eau et on passe sur 
une colonne d’Amberlite CG 120, forme H+, 100-200 mesh (23 x 3 cm). Apres passage de toute la solution 
alcahe, on lave a l’eau puis on clue avec de l’ammoniac 0.3 N. 

Des fractions de 10 ml dormant une reaction de coloration jaune avec la ninhydrine sont recueillies. 
Sur chacune de ces fractions, nous avons effect& une chromatographie monodimensionnelle avec les 

solvants: n-butanol-acide formiqueeau (75-15-10, v/v) et phenol tamponne a pH 4-2. Apres revelation avec 
laninhydrine ;nous avons observe une seule tachecorrespondant au R,del’acide amin6naturel (voir Tableau 1). 

TABLEAUX. VALEUR~DE R, DEL'ACIDEAMINBNATIJRELETDEL'ACIDEAMINB 
DESYNTHkSE 

R/x100 

Acides aminb n-butanol/HFo/eau Ph6nol pH= 

Acide amine de synthese 65 82 
Acide amine nature1 63 81 
Acides amines de synthese et nature1 65 82 

Sur la base de ces resultats, les differentes fractions sont reunies et &vapor&es sous pression reduite jusqu’a 
debut de cristallisation; les cristaux sont dissous dans 50 ml d’eau et on r&vapore jusqu’a cristallisation pour 
s’assurer de l’thmination complete de l’ammoniac. Les cristaux sont alors dissous dans le minimum d’eau a 
40” et la solution est agitee avec du charbon pour eliminer la legere coloration jaune, filtree et mise en chambre 
froide jusqu’au lendemam. 

Cette premiere recristallisation dans l’eau seule nous a permis d’isoler 321 mg de cristaux blancs se present- 
ant comme l’acide amine nature1 c’est a dire sous la forme de grandes paillettes. Une deuxieme recristallisation 
nous a permis d’lsoler 343 mg de substance. Le filtrat a et& ensuite rkvapore de moitie et une nouvelle cristal- 
hsation a et6 amorcke en ajoutant goutte a goutte de l’alcool jusqu’a trouble. Cette operation recommenc& 
trois fois nous a encore permis de recueillir 782 mg de cristaux se prtsentant sous la forme de petites paillettes. 
Pf: 225”; C, 58.24; H, 8.83; N, 9.81%; calcule pour C7Hi302N, C, 58.72; H, 9.15; N, 9.78%. Spectre infra- 
rouge: vou Fig. 2 (III). 

Rackmisation de l’acide amint naturel. On chauffe a l’etuve a 195” pendant 26 hr 19 mg d’acide amine 
nature1 dissous dans 2 ml de soude 10 N. La solution refroidie est dilde a 100 ml par l’eau et est pass& sur 
une colomre d’Amberlite CG 120, forme H+; la colonne est lavee avec 10 ml d’eau et l’acide amine est elu6 

24 cf. 21. 
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par I’ammoniac 0.3 N. La solution ammoniacale est evaporee a set sous pression rkduite, on ajoute 5 ml d’eau 
et on r&vapore a sec. Apres addition de 5 ml d’alcool absolu, on evapore a set et le rdsidu est lave 8 P&her 
anhydre puis &he en exsiccateur. Le spectre infra-rouge est represente a la Fig. 2 (II). 

Spectres Infra-Rouges 
Les spectres i.r. ont Bte pris en pastilles de KBr (2 mg d’acide amine pour 1 g de KBr). L’appareil etait un 

Leitz, modele G 3 a 4 reseaux, lineaire en longueur d’ondes et a haute resolution. Une etude spectroscopique 
approfondle est entreprlse actuellement par les services du Professeur C. Duculot. 
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