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Tableau 1. 13C RMN dtplacements chimiques de I’acide lycoperdique 1 et de l’acide amint 2 
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6 pour 
ComposC Solution c-2 c-3 C4 c-5 C-Z C-j a-COOH 5-COOH 

TFA 
ALP 

172.9(s) 38.5(r) 29.qt) 88.4(s) 53.8(d) 34.2(t) 175.9(s) 181.6(s) 
D,O + TFA 171.0 38.1 27.9 87.0 51.4 35.4 176.3 178.9 

A.A.2. D,O + TFA 179.0 29.2 37.6 77.2 51.0 32.2 171.0 170.6 

Les spectres des compos& en solution dans TFA et D,O + TFA 12% ont etk enregistrb sur un spectromttre BRUKER 22.63 
MHz avec le dioxanne (5% V/V) comme rbf&rence interne. Les deplacements chimiques sont don& en ppm par rapport au TMS 

@l?.&s = 6d,or. + 67.4 ppm). Les lettres entre parent&es indiquent la multiplicitt observ6e dam le spectre ‘off resonance’. 
l La numtrotation des atomes de carbone dans le compoti 2 a ttt con&&e identique B celle des carbones de ALP. 
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amint rhgissant en vert olive devenant violet apr&s 1 hr 
avec la ninhydrine. Cet acide amint correspond rl 
l’ouverture du cycle y-lactone (voir formule 2). 11 apparait 
kgalement en faibla quantitb en kquilibre avec ALP 
dans diffkrentes conditions d’hydrolyse en milieu acide. 
Aprb purification sur &sine cationique, quelques mg de 
2 ant pu &re obtenus. Le spectre IR ne prksente plus de 
bande lactonique mais par contre poss&de une large 
bande -OH vers 3420 cn- ‘. Dans une solution de ALP 
dans D,O + TFA, laisske une nuit d la tempkrature 
ordinaire, le spectre “C RMN de 2 a pu Stre observk g 
c6ti de celui de ALP (Tableau 1). Les attributions des 
rbonances ont 6% faites par comparaison avec les 
valeurs calcuks en utilisant les paramhres des sub- 
stituants -OH, -COOH et -NH: [12, 133. Le 
spot de cet acide amint 2 est kgalement dktectk sur 
2 DPC de l’extrait hydroalcoolique de champignons 
frais. ALP pourrait avoir be formt & partir de 2 
lors de la purification par passage sur r&sine cationi- 
que. Mais la 2 DPC d’un extrait frais du champignon, 
sans purification sur rbines, montre toujours le spot 
jaune trb intense de ALP ainsi que le faible spot violet 
de l’acide amine 2. ALP est done un mktabolite r&z1 de 
Lycoperdon perlotum qui contient vraisemblablement une 
faible quantitC de l’acide amink g chaine ouverte 2. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

MarPriel. Lycoperdon per&urn a Ctt recolte en 1976 et 1977 
dans lea for&s des Ardennes Beiges. 

Merhodes d’analyses. LB 2 DPC ant et6 effect&es sur papier 
Whatman 3 MM en utilisant comme solvants le mClange 
n-BuOH-HCOOH-H,O (15:3:2) et le phtnol sature par un 
tampon B pH 4,2. R,,: BuOH, 1 = 0.87 2 = 0.72; PLOH, 
1 = 1.66 2 = 0.87. HVE a it& r&lid pH 3.6; 100 V/cm; 120 
min; les mobili& par rapport a l’anode sont en cm: AC. glut 1; 
Ac.Asp 3; 1 7.0; 2 5.0. 

Isolemenr de ALP. 750 g de Lycoperdon perlarum frais ant 
C1C broyb et extraits deux fois par 3 1. d’E1OH 95 % par agitation 
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pendant 72 hr. L’extrait filtrt a ttt puriliC sur une colonne de 
Lewatit S 1080, H+, 50-70 mesh, 4 x 10 cm. Lea acides aminb 
neutres et acides ont t%.+ &I&S par la pyridine l&. Aprb bvapora- 
tion a set, le rCsidu a et& repris par le minimum d’eau puis f~xk 

sur me colonne de Dowex 1 x 8, forme AcO-, 200-400 mesh, 
2 x 22 cm. Les acides aminb neutres ant 616 club par H,O 
puis les acides glutamique ct aspartique ant tte dCtach& par 
HOAc0.5 N. Ensuite, par Clution par HOAc2 N, ALP est obtenu 
puis recristalli3 plusieurs fois dans H,O (260 mg; 0.034%). 
Anal.:C,H,,NO,.M = 217;trouviC,44.24;H,5.07:N6.45%. 
CalculC C, 44.46: H. 5.13: N, 6.57%. [a]k”“’ = +14.9” (c 0.47 
H,O); [a]; = + 36.5 (c 1,37 HCI 1 N). 

Un effet Cotton positif a ete observt par la mesure de la 
courhe de dichroisme circulaire: 1, = 210 run, A.Y = 0.M 
(0.063M HCI 1 N). IR v(KBr) cm-‘: 3240, 2950, 2910, 2830, 
2780,2fGIQ 2590,2500,2060, 1770, 1730, 1635, 1530, 1214 1100. 
‘H RMN FFA 20%): 6 (ppm, HMDS externe): aH 5.3; BH’ 
3.23; /?H” 2.60: 3-H et 4-H 2.90. 

Remerciemenrs-Nous tenons e remercler Monsieur J. Den&l, 
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INTRODUCIlON RRSUIXS AND DISCUSSION 

Exogenenous amino acids have proved useful in improv- 
ing the yield of some cell products, particularly alkaloids. 
Effects of precursor amino acids have been reported in 
Datum [l-3], Scopoliu [2], Phaseolus uulgaris [4] and 
Lithospermum [5] cultures. The addition of phenylalanine 
to the cultures of Datura [3] and Lithospermum [S] 
caused a two to three-fold increase in the amounts of 
secondary metabdlites whereas the use of tryptophan 
in Phaseolus vulgaris [4] cell suspensions produced two 
new alkaloids, harman and norharman. 

Effect oj amino acids in combination with NAA 

Results obtained from previous studies indic&ed 
that Ephedra gerardiana produced ephedrine in callus 
cultures while E. foliata was devoid of it [a]. Studies 
with E. gerardiana callus tissues showed that indole 
butyric acid (IBA) was the best auxin for ephedrine 
production amongst the growth regulators used [7]. 

Results obtained with precursor amino acids on 
ephedrine yield in E. gerardiana callus tissue are shown 
in Table 1. Maximum yield of ephedrine was recorded 
in the callus tissues grown on MS medium supplemented 
with 0.1 g/l. L-phenylalanine. Moderately high ephedrine 
contents were recorded with L-phenylalanine (0.4 g/l.), 
DL-methionine (0.1 and 0.4 g/l.) and glycine (0.1 g/l.), 
respectively. Tissues grew well on such treatments and 
growth of tissues did not correlate with ephedrine 
production. 

Effhcts of amino acids in combination with IBA 

In this note we describe the effects of some precursor 
amino acids (phenylalanine, methionine and glycine) 
used with NAA or IBA in Murashige and Skoogs (MS) 
medium [8]. Tissues grown on media supplemented with 
aspartic acid, serine or leucine could not be analysed 
due to poor growth or complete failure of tissues to 
grow on such media. 

On the basis of experience obtained with previous 
results, the optimal concentration of IBA (10 mg/l.) was 
used in place of NAA (lOmg/l.) and various amino 
acids were incorporated in the medium. The results 
obtained are shown in Table 2. A synergistic effect of IBA 
and L-phenylalanine and Dr_-methionine was observed on 
the yield of ephedrine. Maximum yield of ephedrine was 
obtained from tissues grown on media supplemented 
with IBA (10 mg/l.) and phenylalanine (0.1 g/l.). NAA 

Table 1. Effect of precursor amino acids on ephedrine production in E. gerclrdiana callus tissues at S-weeks 
growth in 16 hr light (1000 lx) at 26 f 2” 

MS + amino acid 
Concn g/l. 

medium 
Dry wt/culture 

in mg 
% 

Ephedrine 

*MS + L-phenylalanine 

MS + tx-methionine 

MS + glycine 

MS + serine 
MS + aspartic acid 
MS alone 

0.1 
0.4 
0.1 
0.4 
0.1 
0.4 
0.1 
0.1 

250 
230 
230 
210 
225 
220 

60 
50 

190 

0.50 
0.40 
0.43 
0.35 
0.30 
0.21 

- 
0.17 

l MS = Medium with kinetin (0.5 mg/l.) and NAA (10 mg/l.). 


