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SUMMARY

Separation and identification of N-ethyl-y-glutamine from Xerocomus badius

A derivative of glutamic acid has been found in the non protein nitrogen fraction of
the mushroom Xerocomus badius.
The compound was isolated by paper partition chromatography and was shown
to be N-ethyl-y-glutamine.
The structure was confirmed by comparison with the synthetic compound.
Different steps involved in the possible biogenesis of N-ethyl-y-glutamine have been
discussed.

INTRODUCTION

Au cours de ces derniéres années, le développement considérable des techniques
chromatographiques sur papier et sur colonnes de résines échangeuses d’ions a permis
la découverte de nombreux acides aminés nouveaux dans la fraction soluble dans
I’alcool des organismes végétaux. Un grand nombre de ces substances sont des dérivés
de lacide glutamique; certains ont été découverts par VIRTANEN ef al.: lacide
y-hydroxyglutamique dans Phlox decussatal, 1'acide By-dihydroxyglutamique dans les
graines de Lepidium sativum et dans les parties vertes de Rheum rhaponticum? 3, acide
y-méthyl glutamique et ’acide y-méthyl-y-hydroxyglutamique dans Phyllitis scolopen-
drium? 5. Signalons la présence de I’acide y-méthyléneglutamique et de ’amide corre-
spondante décrite par DONE ET FOWDEN® dans Arachis hypogaea et par ZACHARIUS,
POLLARD ET STEWARD' dans la tulipe. Parmi les peptides dérivés de I’acide glutamique
signalons aussi la découverte de la y-glutamylalanine et de Yacide y-glutamyl-valyl
glutamique respectivement dans le pois en germination et dans Juncus conglomeratus
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par VIRTANEN et al.%? et celle de la y-glutamyl-S-méthyl cystéine par ZACHARIUS,
Morris ET THOMPSON® dans Phaseolus vulgaris.

La présente publication décrit Iisolement et la détermination de la structure d’un
acide aminé, dérivé de I'acide glutamique, & partir d’un champignon de la famille
des Boletacées: Xerocomus badius (Fr.)*.

Cette substance, la N-éthyl-y-glutamine:

CO,H-CH-CH,~CH,~CO-NH-CH,~CH,
|
NH,
existe en quantité importante dans ce champignon. L’acide aminé naturel et la
N-éthyl-y-glutamine préparée par synthése possédent des propriétés physiques et
chimiques identiques.

METHODES ET RESULTATS
Techniques chromatographiques

L’analyse bidimensionnelle a été réalisée a I'aide de papier Schleicher et Schiill
No. 2043b avec le choix de solvants suivants: (a) n-butanol-acide formique-eau
(75:15:10); phénol saturé par un tampon phosphate-acide citrique & pH = 4.21%.
(b) n-butanol-acide acétique—eau (63:27:10); phénol saturé d’eau en présence
d’ammoniac??.

La chromatoélectrorhéophorése sur papier a été effectuée avec le solvant #n-
butanol-acide formique dans le sens de la chromatographie et avec une solution d’acide
acétique N dans la direction de I’électrophorése!3,

Les acides aminés ont été révélé a I’aide d’une solution de ninhydrine 0.25 % dans
I’éthanol g5 %.

Le papier Whatman No. 3 a été utilisé pour la préparation chromatographique
de la substance.

L’étude de la distribution des acides aminés libres dans la fraction soluble dans
I’éthanol 80 % des bolets, nous a permis de mettre en évidence sur les chromato-
grammes A et B de Xerocomus badius une tache nouvelle; cette tache de coloration
violette intense avec la ninhydrine se trouve a proximité du front du phénol et au
dessus de la valine. Un spot correspondant se retrouve a la chromatoélectrorhéo-
phorése & gauche de I’alanine et en dessous de I'acide glutamique et de la thréonine
(spot M des Figs. 1 et 2).

Le Tableau I indique les valeurs des Ry de la tache nouvelle pour les différents
solvants utilisés. )

Ces propriétés chromatographiques et la sensibilité particuliére de la substance a
I’hydrolyse par les acides et les bases méme dilués nous ont permis de considérer le
composé M comme un constituant peu commun des organismes végétaux et de mettre
au point une technique d’isolement™*.

Isolement de la substance
Les carpophores frais (2,140 kg) ont été pulvérisés dans un Waring blendor en
présence de 8.5 1 d’éthanol 95 %, de fagon a obtenir une concentration approximative

* L’identification des récoltes est due au Dr. P. HEINEMANN 4 qui nous adressons nos sincéres
remerciements.
** 11 se peut qu’il soit identique a la “‘théanine” isolée des feuilles de thé par Y. SaxaTo®.
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Fig. 1. Chromatogramme bidimensionnel de I'ex- Fig. 2. Chromatoélectrorhéophorése de
trait de Xevocomus badius (solvant (a)). 16, acide Vextrait de Xerocomus badius. Numéro-
aspartique; 17, acide glutamique; 8, sérine; 1, gly- tation comme Fig. 1.

cine; 9, thréonine; 2, alanine; 3, valine; 5,leucines;
25, glutamine; M, acide aminé inconnu.

TABLEAU 1

COMPARAISON DES Rp DU SPOT M AVEC CEUX D’AUTRES ACIDES AMINES

Acides aminés Phénol-tampon. Phénol-NH BuOH-~-HCO.H BuOH-CH,CO.H
M 0.81 0.81 0.38 0.32
Ac. glutamique 0.26 0.16 0.22 0.14
Alanine 0.47 0.51 0.32 0.21
Valine 0.72 0.70 0.53 0.42
Leucine 0.81 0.76 0.66 0.57

de 80 % en éthanol dans I’extrait filtré. L’extrait a été ensuite concentré sous pression
réduite et évaporé a sec. La tyrosine, la phénylalanine et les matiéres colorantes ont
été éliminées par adsorption sur du charbon traité par de I’acide acétique selon la
méthode de PARTRIDGE!X. Le filtrat final a été passé sur une colonne d’Amberlite
IR-120 sous la forme H+ et aprés lavage de la colonne a l'eau, les acides aminés
ont été élués par une solution de NH; N; I’éluat aprés concentration et dessiccation a
donné un résidu de 5.2 g. La purification ultérieure de la substance a été achevée par
chromatographie sur papier a I’aide de la technique décrite par FowpeN!®. Les feuilles
de Whatman No. 3, aprés lavage avec les réactifs suivants: HCl 0.5 N; eau; NaOH
0.5 N ; eau; alcool, ont été séchées & 40°. Le résidu précédent a été dissous dans 25 ml
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d’eau et appliqué en une ligne continue sur 16 feuilles du papier préparé. Aprés
séparation chromatographique avec le solvant #-butanol-acide acétique-eau et
séchage, les parties de chromatogramme contenant la substance M ont été localisées
a I’aide de spots témoins et éluées & I’eau. L’éluat a été enfin concentré et évaporé
a sec. La recristallisation du résidu dans le méthanol absolu a permis d’obtenir
430 mg de substance M sous forme de cristaux blancs et chromatographiquement
pure.

La substance se dissout facilement dans ’eau, sa dissolution dans le méthanol
est plus difficile.

Analyse élémentaire

Le produit, qui fond & 221°, donne a lanalyse: C:48.27%; H:8.14 %; N (Kjel-
dahl):16.15 %; N (Van Slyke):15.07 %.

On peut déduire de ces résultats la formule brute: C;H,,OzN, qui donne les
valeurs calculées: C:48.26 %; H:8.10%; N:16.08 %.

Détermination de Iéquivalent-gramme

(a) Titration par I’acide perchlorique en milieu anhydre {acide acétique glacial):
7.85 mg de la substance ont été titrés par 1.81 4 o.or ml de HCIO, 0.025 N, ce qui
correspond a un équivalent-gramme de 173. (b) Dosage 4 la ninhydrine selon VAN
SLYKE, MACFADYEN ET HAMILTON®. Une prise d’essai de 3.16 mg a été attaquée par
la ninhydrine et le CO, dégagé absorbé par 3 ml de baryte correspondant a 11.54 ml
de HCl 0.0z N. L’exces de baryte a nécessité 9.74 4+ 0.02 ml et la prise d’essai 1.8 ml
de HCl 0.02 N ce qui correspond a un équivalent-gramme de 175.

Détermination du poids moléculaire

La méthode de BARGERY donne 174, ce qui permet de conclure a I'identité des
formules brute et moléculaire.

Hydyolyse de la substance

La substance a été hydrolysée pendant 20 h 4 108°, d’une part en présence de
HCl N et d’autre part en présence de HCI 6 V. Le résultat des deux hydrolyses a été
identique, la tache correspondant & la substance a disparu des chromatogrammes avec
apparition de deux spots nouveaux. Le 1er spot n’a pu étre séparé de I’acide glutamique
par chromatographie sur papier en utilisant les solvants décrits précédemment; de
plus, ce composé a migré comme ’acide glutamique 4 I'électrorhéophorése sur papier
en présence d’un tampon phosphaté a pH = 5.6. Le second spot, de Rr semblables
a ceux de I’éthylamine, a migré dans une direction identique & celle des substances
basiques. Dans les mémes conditions expérimentales, la substance non hydrolysée
migre comme un acide aminé neutre.

L’hydrolyse alcaline du composé par la baryte saturée pendant un heure 4 100°
a scindé également la molécule en acide glutamique et en éthylamine; une trés petite
quantité de I'acide aminé est resté inchangée aprés Phydrolyse.

Dosage de I’amine libérée par I'hydrolyse
5.195 mg de substance ont été chaufiés a reflux avec 3 ml de HCl 6 N pendant 5 h.
La solution a été alors transférée quantitativement dans un semi-micro appareil

Biochim. Biophys. Acta, 39 (1960) 462468



466 J. CADIMIR, J. JADOT, M. RENARD

d’entrainement a la vapeur d’eaumuni de deux boules de Kjeldahl, la premiére remplie
de billes de verre et 'autre vide. La solution a été rendue basique, puis Pamine a été
entrainée a la vapeur pendant 20 min. Le distillat a été recueilli dans 15 ml de HCl
0.0I N. L’exces de HCI a été titré par 12 ml de NaOH o.ox N. L’amine correspondant
34 3 ml de HCI 0.01 N, on peut donc considérer que la molécule contient 25.3%
d’éthylamine (calculé théoriquement: 25.28 %).

La solution du sel de amine a été fortement concentrée et le résidu donne un test
de Rimini positif montrant la présence d’une amine primaire.

Dosage de Pacide glutamique aprés hydrolyse

L’acide glutamique a été déterminé par chromatographie sur papier avec le
solvant #-butanol-acide formique—eau, révélation a I’aide du réactif de BARROLLIER!®
et colorimétrie du spot élué. Le résultat montre que la molécule de Pacide aminé
est constitué par 75 % d’acide glutamique (calculé théoriquement 74.72 %).

Synthése de la N-éthyl-y-glutamine

La substance a été préparée selon la méthode de LICHTENSTEIN'? par action d’une
solution aqueuse d’éthylamine sur I’acide pyrrolidone 2 carboxylique 5; les conditions
expérimentales ont été modifiées de facon a augmenter la vitesse de la réaction.

CO,H~CH-CH,~CH,~C=0 + H,N-CH,-CH, — CO,H-CH-CH,~CH,~CO-NH-CH,CH,
|
NH NH,

L’acide pyrrolidone 2 carboxylique 5 a été préparé selon la méthode de FISHER ET
BoeHNER®. Une solution de 2.5 g de cette substance dans 12 ml d’eau a été introduite
dans un tube en pyrex a paroi épaisse et refroidie a 0°; 12 ml d’une solution d’éthyl-
amine 4 50 % y ont été ajoutés et le tube scellé a été abandonné & 1’étuve pendant
10 jours & 37°. Aprés ouverture du tube, la solution a été laissée pendant quelques
heures a lair libre puis placée dans un dessiccateur d’abord sous vide partiel puis sous
vide poussé. Il s’est formé une masse cristalline qui a été reprise par 1’éthanol absolu.
Les cristaux séchés sous vide présentant un point de fusion de 200°, une double
recristallisation dans le méthanol absolu a permis d’obtenir une préparation carac-
térisée par un point de fusion de 220°. (rendement en substance recristallisée: 33 %).
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Fig. 3. Spectre infra-rouge de la N-éthyl-y-glutamine naturelle.

Biochim. Biophys. Acta, 39 (1960) 462—468



CARACTERISATION DE LA N-ETHYL-y-GLUTAMINE 467

Mélangée a la substance naturelle, la substance synthétique n’a pas provoqué
d’abaissement de point de fusion. Ses Rp dans les différents solvants utilisés pour
la chromatographie sur papier sont semblables.

CONCLUSIONS

Sur la base des différents résultats expérimentaux obtenus, on peut conclure a I'identité
du composé séparé avec la N-éthyl-y-glutamine. La substance naturelle et le produit
préparé par synthése possédent des propriétés chimiques et physiques identiques. Les
résultats des hydrolyses acide et alcaline, les dosages d’acide glutamique et d’éthyl-
amine sont tout a fait concordants et constituent la preuve de I’existence d’une liaison
du type ~-NH-CO- entre l’acide glutamique et I’éthylamine. Les spectres infra-rouge
des substances naturelle et synthétique en présence de KBr comme phase solide
(concentration 1 mg pour 200 mg de KBr) sont absolument superposables comme le
montre les Figs. 3 et 4.

La structure de la N-éthyl-y-glutamine est semblable & celle d’un dipeptide avec
le groupement glutamyle en position y. SACHS ET BRAND# ont montré que les peptides
de ce type avec un groupement aminé et un groupement carboxyle libre libérent
2 moles d’azote aminé par mole de substance lors du dosage de Van Slyke & ’acide
nitreux. Dans les mémes conditions, les a-glutamyl peptides donnent une mole d’azote
aminé par mole de substance. Le rapport de I'azote aminé a l'azote total étant de
0.92, on peut rejeter une formule du type

CHy-CH,-NH-CO-CH-CH;-CH,-CO,H

f

NH,

pour adopter la structure suivante:
CH4~CH,-NH-CO-CH,~CH,~CH-CO,H
NH,

ce que confirme d’ailleurs la synthése.

Différentes hypothéses peuvent étre envisagées au sujet de la biosynthése de
I’acide aminé. On pourrait le considérer comme un produit de décarboxylation de
la y-glutamylalanine; cependant ce peptide n'a pas été trouvé par chromatographie
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Fig. 4. Spectre infra-rouge de la N-éthyl-p-glutamine synthétique.
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sur papier de plusieurs extraits alcooliques de Xerocomus badius. De plus la décarboxy-
lation dans les plantes de substances du type de I’acide glutamique se fait généralement
aux dépensde la fonction acide voisine du groupement « aminé; c’est le cas de l’acide
y-aminobutyrique qui est beaucoup plus répandu dans le régne végétal que 'acide
a-aminobutyrique.

Certains enzymes du type glutamotransférase, isolés de bactéries, sont capables
de catalyser 1’échange des groupes amidés de la glutamine ou de lasparagine avec
I’hydroxylamine. WAELSCH ef a/.2? ont ainsi préparé des acides hydroxamiques par
action d’enzymes extraits de Proteus vulgaris; la synthése de ces mémes acides hydrox-
amiques est également possible a partir d’acide glutamique ou d’acide aspartique mais
cette derniére réaction, qui est utilisée comme modéle pour la synthése de la glutamine,
nécessite la présence d’adénosine triphosphate et de magnésium. Il serait possible de
considérer que la N-éthyl-y-glutamine se forme par transfert du radical glutamyle sur
Iéthylamine & lintervention de semblables enzymes.

Nous remercions le centre interuniversitaire de chimie organique pour l'aide qu’il
nous a apportée au cours de cette recherche.

RESUME

On a mis en évidence la présence d'un dérivé de 'acide glutamique dans la fraction
soluble dans l’alcool du champignon Xerocomus badius. La substance a été isolée par
chromatographie de partition sur papier et il a été prouvé qu’il s’agissait de la N-
éthyl-y-glutamine. La comparaison avec le composé synthétique a confirmé la

structure proposée.
Finalement, on discute de quelques étapes possibles de la biosynthése de cette

substance.
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