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SUMMARY 

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

A der iva t ive  of g lu tamic  acid  has been found in the  non pro te in  ni t rogen fract ion of 
the  mushroom Xerocomus badius. 

The compound  was isola ted  b y  paper  pa r t i t i on  ch roma tog raphy  and was shown 
to be N-e thyl -y-g ln tamine .  

The s t ruc ture  was confirmed b y  compar ison with  the  syn the t ic  compound.  
Different  s teps  involved  in the  possible biogenesis of N-e thy l -y -g lu tamine  have  been 

discussed. 

INTRODUCTION 

Au cours de ces derni~res ann6es, le d6veloppement  consid6rable des techniques  
chromatographiques  sur pap ie r  et  sur  colonnes de r6sines 6changeuses d ' ions  a permis  
la d6couverte  de nombreux  acides amin6s nouveaux  dans  la  f ract ion soluble dans  
l 'a lcool des organismes v6g6taux. Un  g rand  nombre  de ces substances  sont  des d6riv6s 
de l ' ac ide  g lu tamique ;  cer ta ins  ont  6t6 d6couverts  pa r  VIRTANEN et al.: l ' ac ide  
y -hyd roxyg lu t amique  dans  Phlox decussata 1, l ' ac ide  f ly -d ihydroxyglu tamique  dans  les 
graines de Lepidium sativum et dans  les par t ies  ver tes  de Rheum rhaponticum*, 3, l ' ac ide  
y-m6thyl  g lu tamique  et  l ' ac ide  y-m6thyl -~-hydroxyghxtamique  dans  Phyllitis scolopen- 
drium*, ~. Signalons la pr6sence de l ' ac ide  y-m6thyl~neglu tamique  et  de l ' amide  corre- 
spondan te  d6crite pa r  DONE ET FOWDEN 6 dans  Arachis hypogaea et pa r  ZACHARIUS, 
POLLARD ET STEWARD 7 darts la tulipe.  P a r m i  les pep t ides  d6riv6s de l ' ac ide  g lu tamique  
signalons aussi la d6couverte  de la y -g lu tamyla lan ine  et  de l ' ac ide  y -g lu tamyl -va ly l  
g lu tamique  respec t ivement  dans  le pois en germina t ion  et dans  Juncus  conglomeratus 
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par VIRTANEN et al.S, 9 et celle de la 7-glutamyl-S-m6thyl cyst6ine par ZACHARIUS, 

MORRIS ET THOMPSON 10 dans Phaseolus vulgaris. 
La pr6sente publication d6crit l'isolement et la d6termination de la structure d'un 

acide amin6, d6riv6 de l'acide glutamique, k partir d'un champignon de la famiUe 
des Boletac6es: Xerocomus badius (Fr.)*. 

Cette substance, la N-6thyl-7-glutamine: 

C O 2 H - C H - C H  2-CH ~-CO--:NH-CH2-CH 8 
I 

N H ,  

existe en quantit6 importante dans ce champignon. L'acide amin6 naturel et la 
N-6thyl-7-glutamine pr6par6e par synth~se poss~dent des propri6t6s physiques et 
chimiques identiques. 

MI~THODES ET RESULTATS 

Techniques chromatographiques 

L'analyse bidimensionneUe a 6t6 r6alis~e ~ l'aide de papier Schleicher et Schiill 
No. 2043 b avec le choix de solvants suivants: (a) n-butanol-acide formique-eau 
(75:15: io); ph6nol satur6 par un tampon phosphate-acide citrique ~ pH--~ 4.211. 
(b) n-butanol-acide acbtique-eau (63:27:1o); ph6nol satur6 d'eau en pr6sence 
d'ammoniac x~. 

La chromato61ectrorh~ophor~se sur papier a ~t~ effectu~e avec le solvant n- 
butanol-acide formique dans le sens de la chromatographie et avec une solution d'acide 
ac~tique N dans la direction de l'~lectrophor~se 13. 

Les acides amines ont ~t~ r6v~l~ ~ l'aide d'une solution de ninhydrine 0.25 % dans 
l'~thanol 95 %. 

Le papier Whatman No. 3 a 6t~ utilis~ pour la preparation chromatographique 
de la substance. 

L'6tude de la distribution des acides amin6s libres dans la fraction soluble dans 
l'~thanol 80 % des bolets, nous a permis de mettre en ~vidence sur les chromato- 
grammes A et B de Xerocomus badius une tache nouvelle; cette tache de coloration 
violette intense avec la ninhydrine se trouve ~ proximit6 du front du ph6nol et au 
dessus de la valine. Un spot correspondant se retrouve ~ la chromato~lectrorh~o- 
phor~se ~ gauche de l'alanine et en dessous de l'acide glutamique et de la thr~onine 
(spot M des Figs. I e t  2). 

Le Tableau I indique les valeurs des RF de la tache nouvelle pour les diff~rents 
solvants utilis~s. 

Ces propri~t~s chromatographiques et la sensibilit6 particuli~re de la substance 
l 'hydrolyse par les acides et les bases m~me dilu~s nous ont permis de consid~rer le 
compos6 M comme un constituant peu commun des organismes v~g~taux et de mettre 
au point une technique d'isolement**. 

Isolernent de la substance 

Les carpophores frais (2,I4O kg) ont 6t6 pulv6ris6s dans un Waring blendor en 
pr6sence de 8.5 1 d'6thanol 95 %, de fagon k obtenir une concentration approximative 

* L ' ident i f ica t ion  dos r6coltes es t  due  au  Dr.  P. HEINEMANN ~, qui  nous  a d r e s s o n s  n o s  s inc~res  
r emerc i emen t s .  

* * I1 se p e u t  qu ' i l  soi t  i den t ique  A la " t h 6 a n i n e "  isol6e des  feuil les de th~ pa r  Y. SAKATO 2s. 
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Fig. i. Chromatogramme bidimensionnel de l 'ex- 
t rai t  de Xerocomus badius (solvant (a)). 16, acide 
aspart ique ; 17, acide glutamique ; 8, s6rine ; t, gly- 
cine ; 9, thr6onine; 2, alanine ; 3, valine ; 5, leucines; 

25, glutamine ; M, acide amin6 inconnu. 

Fig. 2. Chromato61ectrorh6ophor~se de 
l 'extrai t  de Xerocomus badius. Num6ro- 

ta t ion comme Fig. I. 

T A B L E A U  I 

COMPARAISON DES R F  DU SPOT M AVEC CEUX D 'AUTRES ACIDES AMIN~-S 

Acides aminds Phdnol-tampon. Pkdnol-NH a BuOH-HCO=H BuOH-CH~CO~H 

M o.81 o.81 0.38 0.32 
Ac. glutamique 0.26 o.16 0.22 o.14 
Alanine 0.47 o.51 0.32 o.21 
Valine 0.72 o.70 0.53 o.42 
Leucine o.81 0.76 0.66 o.57 

de 8o % en 6thanol dans l 'extrait  filtr6. L 'extrai t  a 6t6 ensuite concentr6 sous pression 
r6duite et 6vapor6 k sec. La tyrosine, la ph6nylalanine et les mati~res colorantes ont 
6t6 61imin6es par adsorption sur du charbon trait6 par de l'acide ac6tique selon la 
m6thode de PARTRIDGE z¢. Le filtrat final a 6t6 pass6 sur une colonne d'Amber]ite 
IR- i2o  sous la forme H+ et apr~s lavage de la colonne k l'eau, les acides amin6s 
ont 6t6 61u6s par une solution de NH a N; l'61uat apr~s concentration et dessiccation a 
donn6 un r6sidu de 5.2 g. La purification ult6rieure de la substance a 6t6 achev6e par 
chromatographie sur papier k l 'aide de la technique d6crite par FOWDEN 15. Les feuilles 
de Whatman No. 3, apr~s lavage avec les r6actifs suivants: HC1 0.5 N;  eau; NaOH 
0.5 N;  eau; alcool, ont 6t6 s6ch6es k 4 o°. Le r6sidu pr6c6dent a 6t6 dissous dans 25 ml 
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d'eau et appliqu6 en une ligne continue sur 16 feuilles du papier pr6par6. Apr~s 
s6paration chromatographique avec le solvant n-butanol-acide ac6tique-eau et 
s6chage, les parties de chromatogramme contenant la substance M ont 6t6 localis6es 
b. raide de spots t6moins et 61u6es ~. l'eau. L'61uat a 6t6 enfin concentr6 et 6vapor6 

sec. La recristaUisation du r6sidu dans le m6thanol absolu k permis d'obtenir 
430 mg de substance M sous forme de cristaux blancs et chromatographiquement 
pure. 

La substance se dissout facilement dans l'eau, sa dissolution dans le m~thanol 
est plus difficile. 

Analyse ~l~mentaire 

Le produit, qui fond ~ 221 °, donne k l'analyse: C:48.27 % ; H: 8.14 % ; N (Kjel- 
dahl) : 16.15 % ; N (Van Slyke) : 15.o 7 %. 

On peut d6duire de ces r6sultats la foimule brute: C~H1403N 2 qui donne les 
valeurs calcul6es : C: 48.26 % ; H : 8.1o % ; N: 16.o8 %. 

D~termination de lYquivalent-gramme 

(a) Titration par l'acide perchlorique en milieu anhydre (acide ac6tique glacial): 
7.85 mg de la substance ont 6t6 titr6s par 1.81 ± o.oi ml de HCI04 0.025 N, ce qui 
correspond k un 6quivalent-gramme de 173. (b) Dosage k la ninhydrine selon VAN 
SLYKE, MACFADYEN ET HAMILTON le. Une prise d'essai de 3.16 mg a 6t6 attaqu6e par 
la ninhydrine et le CO~ d6gag6 absorb6 par 3 ml de baryte correspondant ~ 11.54 ml 
de HC1 0.02 N. L'exc~s de baryte a n~cessit6 9.74 ~ 0.02 ml et la prise d'essai 1.8 ml 
de HC1 0.02 N ce qui correspond ~ un 6quivalent-gramme de 175. 

D~termination du poids mol~culaire 

La m6thode de BARGER 17 donne 174, ce qui permet de conclure k l'identit6 des 
formules brute et mol6culaire. 

Hydrolyse de la substance 

La substance a 6t6 hydrolys6e pendant 2o h ~ lO8 °, d'une part en pr6sence de 
HC1 N e t  d'autre part en pr6sence de HC1 6 N. Le r6sultat des deux hydrolyses a 6t6 
identique, la tache correspondant k la substance a disparu des chromatogrammes avec 
apparition de deux spots nouveaux. Le ier  spot n'a pu ~tre s6par6 de l'acide glutamique 
par chromatographie sur papier en utilisant les solvants d6crits pr6c6demment; de 
plus, ce compos6 a migr6 comme l'acide glutamique ~. l'~lectrorh~opbor~se sur papier 
en pr6sence d'un tampon phosphat6 ~ pH = 5.6. Le second spot, de RF semblables 

ceux de l'6thylamine, a migr6 dans une direction identique k celle des substances 
basiques. Dans les m~mes conditions exp6rimentales, la substance non hydrolys6e 
migre comme un acide amin6 neutre. 

L'hydrolyse alcaline du compos6 par la baryte satur6e pendant un heure ~ IOO ° 
a scind6 6galement la mol6cule en acide glutamique et en 6thylamine; une tr~s petite 
quantit6 de l'acide amin6 est rest6 inchang6e apr~s l'hydrolyse. 

Dosage de l'amine lib~r~e par l'hydrolyse 

5.195 mg de substance ont 6t6 chanff6s k reflux avec 3 ml de HC1 6 N pendant 5 h. 
La solution a 6t6 alors transf6r~e quantitativement dans un semi-micro appareil 
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d'entrainement k la vapeur d 'eau muni de deux boules de Kjeldahl, la premiere remplie 
de billes de verre et l 'autre vide. La solution a 6t6 rendue basique, puis l 'amine a 6t6 
entrain6e k la vapeur pendant 2o rain. Le distillat a 6t6 recueilli dans 15 ml de HC1 
o.oi N. L'exc~s de HC1 a 6t6 titr6 par 12 ml de NaOH o.oi N. L'amine correspondant 

3 ml de HC1 o.oi N, on peut donc considfrer que la mol6cule contient 25.3 % 
d ' f thylamine (calcul6 thforiquement:  25.28 %). 

La solution du sel de l 'amine a 6t6 fortement concentr6e et le r~sidu donne un test 
de Rimini positif montrant  la pr6sence d'une amine primaire. 

Dosage de l'acide glutamique apr~s hydrolyse 
L'acide glutamique a 6t6 dftermin6 par chromatographie sur papier avec le 

solvant n-butanol-acide formique-eau, r6v61ation k l'aide du r*actif de BARROLLIER 18 
et colorim6trie du spot 61u6. Le r6sultat montre que la molfcule de l'acide amin6 
est constitn6 par 75 % d'acide glutamique (calcul6 th6oriquement 74.72 %). 

Synth~se de la N-~thyl-7-glutamine 
La substance a 6t6 pr6parfe selon la m6thode de LICHTENSTEIN 19 par action d'une 

solution aqueuse d'6thylamine sur l'acide pyrrolidone 2 carboxylique 5 ; les conditions 
expfrimentales ont 6t6 modifi6es de fa~on k augmenter la vitesse de la r6action. 

CO2H-CH-CH~-CH~-C=O + H2N-CI-r~-CH 3 --+ CO~H-CH-CH2-CH~-CO-NH-CH2-CH 3 

i I i NH NH~ 

L'acide pyrrolidone 2 carboxylique 5 a 6t6 pr@ar~ selon la m~thode de FISHIER ET 
BOEHNER 2°. Une solution de 2.5 g de cette substance dans I2 ml d'eau a ~t6 introduite 
darts un tube en pyrex ~ paroi @aisse et reffoidie ~ o°; I2 ml d'une solution d'6thyl- 
amine k 50 % y ont fitfi ajout~s et le tube scellfi a 6tfi abandonnfi ~ l '~tuve pendant 
IO jours ~ 37 °. Apr~s ouverture du tube, la solution a 6t6 laiss~e pendant quelques 
heures ~ l 'air libre puis placfe dans un dessiccateur d 'abord sous vide partiel puis sous 
vide pouss6. I1 s'est form6 une masse cristalline qui a ~tfi reprise par l '~thanol absolu. 
Les cristaux s~ch6s sous vide pr~sentant un point de fusion de 2oo °, une double 
recristaUisation darts le mfithanol absolu a permis d'obtenir une pr@aration carac- 
t~ris~e par un point de fusion de 220 °. (rendement en substance recristallis6e:33 %). 
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Fig. 3. Spectre infra-rouge de la N-6thyl-~,-glut~mine naturelle. 

I_ 
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M6lang6e k la substance naturelle, la substance synth6tique n'a pas provoqu6 
d'abaissement de point de fusion. Ses Rp dans les diff~rents solvants utilis6s pour 
la chromatographie sur papier sont semblables. 

CONCLUSIONS 

Sur la base des diff6rents r6sultats exp6rimentaux obtenus, on peut conclure k l'identit6 
du compos6 s6par6 avec la N-6thyl-~,-glutamine. La substance naturelle et le produit 
pr6par6 par synth~se poss~dent des propri6t6s chimiques et physiques identiques. Les 
r6sultats des hydrolyses acide et alcaline, les dosages d'acide glutamique et d'6thyl- 
amine sont tout k fait concordants et constituent la preuve de l'existence d'une liaison 
du type - N H - C O -  entre l'acide glutamique et l'6thylamine. Les spectres infra-rouge 
des substances naturelle et synth6tique en pr6sence de KBr comme phase solide 
(concentration I mg pour 200 mg de KBr) sont absolument superposables comme le 
montre les Figs. 3 et 4. 

La structure de la N-6thyl-~-glutamine est semblable k celle d'un dipeptide avec 
le groupement glutamyle en position 7. SACHS ET BRAND 21 ont montr6 que les peptides 
de ce type avec un groupement amin6 et un groupement carboxyle libre lib~rent 
2 moles d'azote amin6 par mole de substance lots du dosage de Van Slyke k l'acide 
nitreux. Dans les m6mes conditions, les a-glutamyl peptides donnent une mole d'azote 
amin6 par mole de substance. Le rapport de l'azote amin6 ~ l'azote total 6tant de 
0.92, on peut rejeter une formule du type 

CH s-CH ~-NH-CO-CH-CH 2-CH~-CO~H 
F 

]NH~ 

pour adopter la structure suivante: 

CH 3-CH 2-NH-CO-CH~-CH ~-CH-CO ~H 
I 

NH 3 
ce que confirme d'ailleurs la synth~se. 

Diff~rentes hypotheses peuvent 8tre envisag~es au sujet de la biosynth~se de 
l'acide amin6. On pourrait le consid~rer comme un produit de ddcarboxylation de 
la 7-glutamylalanine; cependant ce peptide n'a pas ~t6 trouv6 par chromatographie 
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Fig. 4- Spectre infra-rouge de la N-~thyl-~-glutamine synth6tique. 
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sur papier de plusieurs extraits alcooliques de Xerocomus badius. De plus la d6carboxy- 
lation dans les plantes de substances du type de l'acide glutamique se fait g6n6ralement 
anx d6pens de la fonction acide voisine du groupement a amin6; c'est le cas de l'acide 
7-aminobutyrique qui est beaucoup plus r6pandu dans le r~gne v6g6tal que l'acide 
a-aminobutyrique. 

Certains enzymes du type glutamotransf6rase, isol6s de bact6ries, sont capables 
de catalyser l'6change des groupes amid6s de la glutamine ou de l'asparagine avec 
l'hydroxylamine. WAELSCH et al. 22 ont ainsi pr6par6 des acides hydroxamiques par 
action d'enzymes extraits de Proteus vulgaris; la synth~se de ces mSmes acides hydrox- 
amiques est 6galement possible k partir d'acide glutamique ou d'acide aspartique mais 
cette derni~re r6action, qui est utilis6e comme module pour la synth~se de la glutamine, 
n6cessite la pr6sence d'ad6nosine triphosphate et de magn6sium. I1 serait possible de 
consid6rer que la N-6thyl-7-glutamine se forme par transfert du radical glutamyle sur 
l'6thylamine ~ l'intervention de semblables enzymes. 

Nous remercions le centre interuniversitaire de chimie organique pour l'aide qu'il 
nous a apport6e au cours de cette recherche. 

R~SUM~ 

On a mis en 6vidence la pr6sence d'un d6riv6 de l'acide glutamique dans la fraction 
soluble dans l'alcool du champignon Xerocomus badius. La substance a 6t6 isol6e par 
chromatographie de partition sur papier et il a 6t6 prouv6 qu'il s'agissait de la N- 
6thyl-7-glutamine. La comparaison avec le compos6 synth6tique a confirm6 la 
structure propos6e. 

Finalement, on discute de quelques 6tapes possibles de la biosynth~se de cette 
substance. 
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