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SUR LA STRUCTURE D’UN NOUVEAU TYPE 

D’ACIDES MYCOLIQUES DE MYCOBACTERIUM SMEGMATIZP 

J. KREMBEL et A.-H. E~EMADI 
Institut de Chiiie des Substances Naturelles, Gif-sur-Yvette, S. & 0. 

(Received 2.8 September 1965) 

R&sum&-La structure Ia eat propo& pour un nouveau type d’acides mycoliques isole de Mycoboe 
terium stnqmatis lc repr&sentant dominant dans lc mtlange a la formule brute C,sHr,,Os et la 
structure VI. 

Abstract-The structure Ia is proposed for a novel type of mycolic acids isolated from M~wbac- 
terfum smtpatfs. The major constituent has the formula CIIHIUOI and the structure. VI. 

LA PRI%ENCE, dans les tires de Mycobacterium smegmutis, d’un type d’acides mycoli- 
ques appele acides a’-mycoliques, a deja et4 rapport&z1 Ces acides ont 60 atomes de 
carbone environ et donnent par pyrolyse de l’acide tetracosanolque. 11s constituent 
environ 25 % des acides mycoliques de cette espkce bactCrienne.a 

Des acides mycoliques de ce type n’ont encore jamais et6 signales dans les lipides 
des Mycobacdries; AsselineaP a bien mis en evidence un “acide hydroxyle en 
C&,“, C,H,O,, en trts faible proportion (0.01% du poids set des bacilles), dans les 
lipides de deux souches humaines de M. tuberculosis (souches Brevannes et Ha, Rv 
Sr); cependant, la nature mycolique, t&s probable, de ces acides reste a determiner. 

L’existence d’acides mycoliques en C, doit susciter de l’intk& du point de vue de 
la biog&rtse des acides mycoliques et de la phylogenie de certaines espkces d’Actino- 
my&ales ;s aussi nous a-t-il paru interessant d’en Ctudier la structure et d’elucider 
leur biogenese. 

Isolement et purification 

Aprb saponiikation des bactkries, l’insaponifiable et les acides gras sont extraits 
par de l’bher puis trait&s par le methanol a chaud selon Clermonte et Lederer.s On 
&pare ainsi les acides mycoliques bruts insolubles. 

Le melange de mycolates de methyle, obtenu par action du diazomethane, est 
ensuite chromatographie sur colonne de gel de silk. On isole les fractions contenant 

l 82 &me communication sur les constituants des Mycobacteries; 81 &me comm., voir E. Walczak 
et A. H. Etemadi, C.R. Acad. Scf., Par13 261,277l (1965). 

Ce travail a beneficie dune subvention du National Institute of Allergy and Infectious Diseases 
(U.S. Public Health Service), Grant AI-02838. 

1 A. H. Etemadi, R. Okuda et E. Lederer, Bull. Sot. Chfm. I+. 868 (1964). 
* A. H. Etemadi, Sur la structure et la bfogtise aks acfdes mycoliques ah Corynebactt+fes. Nocardia 

et MycobactMes, Thhe b Sciences, Paris (1965). 
* J. Asselineau, Bull. Sot. Chim. Fr. 108 (1954). 
4 J. Asselineau et J. Moron, BuIl. Sot. Chfm. Biol. 40, 899 (1958). 
L R. Clermonte et E. Lederer, C.R. Acad. Scf. Paris 242,260O (1956). 
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les a’-smegmamycolates de methyle. Ces demiers ont Cte purii%s par chromato- 
graphie preparative sur plaque, puis sur gel de silk impregne de NOsAg. Nous avons 
constate la presence d’une “impure@ (environ 10% du poids de l’&chantillon). 
L’Ctude par spectrometrie de masse de l’impurete a montr6 qu’il s’agit principalement 
de deux homologues inferieurs d’esters methyliques d’acides a-mycoliques en C, 
et C,, (diinsatures), (pit a m/e = 382 correspondant au tktracosanoate de methyle, 
pits a m/e = 600 et 628 dus au meromycolals, et en& pits a m/e = 964 et 992 attribues 
aux anhydro-mycolates). Notre etude conceme le produit principal. 

Proprikttfs des a’-smegmamycolates de mbthyle (I b): F = X1-51”, [a], = +2.8” 
(CHCls; c = 11). L’analyse Clementaire est en accord avec la formule GHisrOs. 
Le spectre IR prbente des bandes OH a 3535 cm-‘, 3580 cm-l et 3620 cm-’ et des 
bandes carbonyles a 1724, 1744 cm-‘, indiquant la presence dune chelation dans la 
molecule. Le spectre de RMN presente un triplet a 310-330 c/s du a une insaturation. 
Le spectre de masse comporte les pits du tetracosanoate de methyle (pit moleculaire 
a m/e = 382, pits h m/e = M-31 et M-43, etc.) et ceux des aldehydes meromycoli- 
ques (pits molkulaires am/e = 546,574 et de faibles pits a m/e = 528,556 attribuables 
a M-18 pour ces aldehydes). La presence des pits du tetracosanoate et des mCroaldB 
hydes s’explique soit par rearrangement de l’ion molkulaire, soit par la pyrolyse des 
a’-mycolates de methyle ? l’absence de pit a m/e = 411 attribuable a l’ion (a) montre 
que la pyrolyse a eu lieu. 

1 
0 

. L J 
ion (a) 

Tous ces resultats indiquent la nature a-ramifike /I-hydroxylke (nature “mycolique”) 
des produits de depart, ainsi que la presence dune insaturation dans ces composes. 

Prkparation de &riot% 

Acktyl a’-mycolates de mkthyle. L’analyse Clementaire des a’-mycolates de methyle 
est en faveur de la presence d’tm seul hydroxyle dans la molecule; pour le verifier, 
nous avons prepare les acetyl a’-mycolates de methyle (1~). F = 38-39”, [a], = 
+4.6” (CHCI,; c = 12). 

L’analyse Clementaire est en accord avec la formule CesHl,O,. Le spectre IR 
presente une bande d’absorption a 1245 cm-‘; il n’y a plus de bande OH sur le spectre. 
Le spectre de RMN presente un singulet a 121 c/s attribuable aux protons du groupe- 
ment adtyle. Son intensite est la meme que c&e du singulet a 219 c/s dQ aux protons 
du groupement mtthyle ester, ce qui montre la nature monohydroxyk des acides 
mycoliques de depart. 

a’-smegma-m&omycolals. Par pyrolyse des a’-mycolates de methyle, nous avons 
isole dune part le tetracosanoate de methyle et d’autre part les meromycolals (II) que 
nous avons purifies par chromatographie sur plaque. L’analyse elementaire des 
aldehydes (F = 35”) est en accord avec la formule C&H,,,O. Le spectre IR prbente 
une bande d’absorption a 1737 cm-’ due au carbonyle et une bande a 2730 cm-’ due 
a la vibration C-H du groupement aldehydique. Le spcctre de RMN montre un 
triplet a 584 c/s: il n’y a done pas de ramification sur le carbone en a de ces aldehydes 

’ A. H. Etemadi, BUN. SC. Chim. Z+. 1537 (1964). 
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et par consequent sur le carbone en y des mycolates de methyle de depart. Ces resul- 
tats sont en accord avec ceux rapport& a propos d’autres acides mycoliques.z 

a’-smegma-tiromycolates de tithyle. L’oxydation des aldehydes mtromycoliques 
(II) par AgzO al&in7 donne les acides meromycoliques (IIIa) dont now avons 
purifit les esters methyliques par chromatographie sur plaque. L’analyse de ces esters 
(F = 38-40”) est en accord avec la formule C,H,,O,. Le spectre IR prtsente une 
bande carbonyle a 1746 cm- l. Le spectre de RMN montre le triplet a 310-330 c/s 
indiquant l’existence dune insaturation et un singulet a 219 cps dG aux protons du 
groupement mtthyle de l’ester. Le spectre de masse montre des pits a m/e = 544 
et 572. Ces pits sont ceux des fragments a m/e = M-32 pour ces esters monoin- 
satures. Cette interpretation est en accord avec les resultats obtenus sur les spectres 
de masse des a’-meromycolals (on observe les pits moleculaires de ces aldehydes), 
ainsi qu’avec les resultats de la spectrometrie de masse des meromycolates de methyle 
hydrogen&. 

Dihydro a’-smegma-mkromycoltes de mkthyle. Le spectre de masse du produit 
hydrogene, F = 65-70”, montre des pits molkulaires a m/e = 578 et 606, ce qui 
con&me la presence d’une insaturation dans les meromycolates. Nous constatons 
egalement la presence sur ce spectre de pits a m/e = 535 et 563 (M-43) et d’autres a 
m/e = 547 et 575 (M-31) mais ces demiers sont nettement moins importants. 11 
existe aussi la serie des pits attributs aux fragments-(CHJ,-COOCHas**; le plus 
important se trouve II m/e = 143. Ces r&hats indiquent la nature h&ire de ces 
composes. La presence d’un pit important a m/e = 74 con&me, par ailleurs, l’absence 
dune ramification en a. On peut done &ire la structure get&ale Ia pour les acides 
a’-smegmamycoliques: OR 

CH._(CH3=~H~H~CH3~~H-~~R 

LL 
x = IS, 17 

Ia R = HY = 17. 19 
R’ = H 

Ib R=CH, R’=H 
0 

Ic R = CH8 R’ = --kCH, 

pour les a’-smegma-mCromycolals, la structure II 

CH,-KHJ,4H=CH+CH&-CHO 
II 

et pour les acides a’-smegma-meromycoliques, la structure III 

CH,~CH,),~H=CH~CH,)U-cooR 
IIIa R = H 
IIIb R = CH, 

Localisation de la double liaison 

A6n de determiner la place de la double liaison dans ces molecules, nous avons 
effectue des ozonolyses et des oxydations dont les resultats sont r&urn6 dans le 
Tableau I. 

’ F. Asinger, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 75, 656 (1942). 
a R Ryhage et E. Stenhagen, Arkiu Kemi 13,523 (1959). 
* R. Ryhage et E. Stenhagen, 3. Lip. Research 1, 523 (1960). 
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Ozonolyse &s a’-smegma-mtfromycolates de mkthyle. Aprbs ozonolyse et destruc- 
tion oxydative des ozonides par I-&O, a 35 vol., les produits ont Cte trait& par le 

TABWU 1 

Esters soumis Fragments obtenus par ozonolyse oxydative 
B 

l’ozonolyse a b C 

IIIb CH,--(CH&-COOH HOOC-QZH~~OOH 

0 
II 

O-C--C& 
Ic CH,-(CH34OOH I 

HOOC-(CH~~-CH4X3OH 

CHsNs et &pares par chromatographie preparative sur plaque. On obtient principale- 
ment deux fractions: l’une correspond B des monoesters, I’autre B des diesters; 
chacune de ces factions a et6 analys& par chromatographie en phase gazeuse. 

Le chromatogramme des monoesters a montre les pits d’esters de C& a C&, les 
deux pits les plus importants &ant ceux de l’heptadkanoate de methyle et du non- 
adkanoate de methyle; le pit du nonadkmoate de methyle est prklominant. 

Le chromatogramme des diesters montre les pits d’esters d’acides dicarboxyliques 
de C, B C&, les deux pits predominant &ant ceux d’esters d’acides en G, et C&. 

L’identifkation des mono- et des diesters a et6 effectu6e par chromatographie avec 
les prod&s temoins et la vtrikation de la nature des prod&s de certains pits par 
spectrometrie de masse (notamment la structure du nonadkanoate de methyle et celle 
du nonadkanedioate de methyle, qui constituent les pits plus importants). 

Ozonolyse des acktyl-a’-smepamycolates de mtthyle. Les m@mes experiences ont 
et6 reprise avec les ac&yl-a’-mycolates de methyle. Nous avons isole, par chromato- 
graphis preparative sur plaque, une fraction composke de monoesters et une deuxibme 
fraction contenant le produit IVb. 

-* 

CH80CO-(CH~4X400R 

L4. 
IVa R=H 
IVb R=CH, 

La nature des mono-esters est identique a celle des mono-esters obtenus par 
ozonolyse des meromycolates de methyle; ici egalement les esters B nombre impair 
d’atomes de carbone sont dominants; le nonadkanoate de methyle notamment est le 
monoester quantitativement le plus important. Le compose IVb, F = 45”, a ett6 
et&it plus en detail. Son spectre de RMN montre dew singulets de meme importance 
a 213 c/s et 215 c/s dus aux protons de deux groupements methyles du die&r. Le 
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singulet a 116 c/s est attribuable aux trois protons du groupement ackyle; ce 
singulet est de m@me importance que chacun des dew autres. Par ailleurs, on ne 
trouve pas de signal de proton ol&nique. Le composC que nous avons isole semble 
done avoir la structure IVb. 

Pyrolyze du Composb IVb. Par cette reaction, ily a depart d’acide ac&.ique; le r&i- 
du, le compose Vb, a ettc isole: 

CH,OCO-(CH,),-CH-R 
I 

y = 17, 19 ca&I 
Va R=H 
Vb R=CH, 

Sur le spectra IR de ce compose (F = W), une bande apparait A 1640 cm-l, 
attribuable a une double liaison conjuguk Le spectre UV prkente une bande 
d’absorption A 218 rnp. (zsn, = 12,500; cyclohexane.) Le spectre de RMN montre 
des signaux B 219 et 221 c/s dus aux protons des deux groupements methyle de diesters 
le singulet A 116 c/s (da au groupement ac&yle) a disparu, mais un triplet A 395409 
c/s apparalt, attribue aux protons se trouvant sur le carbone en /I du carboxyle. 

Ozonolyse du Compost! Vb. Cette ozonolyse a ettc effectuke dans les memes condi- 
tions que pr&&lemment, les produits de la reaction sont trait& par le diaxomethane; 
on isole par chromatographie preparative sur plaque les mono- et les diesters et chactme 
de ces fractions est chromatographkk en phase vapeur. La fraction des monoesters 
consiste principalement en tricosanoate de methyle (cochromatographie avec le 
produit synthetique et spectrom&ie de masse). Les diesters forment un m&nge ou 
dominent les esters des diacides en C& C&, G,, q, C&. Les pits les plus importants 
sont ceux du nonadecanedioate de methyle et du heneicosanedioate de methyle. 

CONCLUSION 

La structure Ia pour les acides a’-smegmamycoliques dkoule de l’ensemble des 
r&hats rapport& ici. Le reprkntant dominant dans ce melange a la structure VI: 

OH 

On constate que les acides a’-smegmamycoliques reprkentent un nouveau type 
d’acides mycoliques: l’acide obtenu par leur pyrolyse est l’acide t&acosanoique qui 
constitue l’acide de pyrolyse de certaines Mycobacteries, mais le squelette hydro- 
carbon4 des fragments meromycoliques est, a une ou deux doubles liaisons p&s, de 
type meronocardique tel que nous l’avons vu dans le cas des acides nocardiques de 
Nocardia asteroides.‘” 

Dans une communication pub& ailleurs,” nous &udions la biogCnbe de ces 
acides “hybrides” et nous discutons la signification de leur presence chex une Myco- 
bacterie. 

lo C. Bordet, A. IL Etemadi, G. h&be1 et E. Lcderer, Bull. Sot. Chfm., Z+. 234 (1965). 
I1 J. Krembel et A. H. Etemadi, Bull. Sot. C&m. Biof. 1%. sous press. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

IiMdthodes physiques et chromatographiques 

(a) Spectrotnktrie de masse. Elle a tte effectuke SW appareil Atlas CH, (potentiel d’ionisation; 
70 V, temperature d’introduction 160” a 200”, temperature de la source d’ion 270”) ou sur un appareil 
MS 9 (potentiel d’ionisation 70 V, introduction directe, temperature de la source d’ions 180”). 

(b) Spectre de ZGUN. L’appareil est un Varian A-60. Le tkamethysilane a ttC utilisk comme 
reference interne et le solvant est le CD&. 

(c) La spectres ZR. Ont ett effectues avec un appareil Unicam. Les solvants sont le CCI, ou fe 
cs,. 

(d) Chromatographie en phase gazeuse. Appareil F & M 500, temperature d’injection 250”, 
temperature de sortie 250”. programmation: 2*9”/mn de 160” a 200” ou 250; les phases station- 
naires sont, soit du silicone DC 550 a 5 %, soit le succinate de butane-diol 8 15 %, le support &ant la 
cklite et la longueur des colonnes de 3 m et 2.5 m. 

(e) Chromatographie sur couche mince. Les chromatographies analytiquea ont tte effeckes de 
la manibre habituehe. L.es chromatographies sur gel de silice impregnt par le NO& ont ete &lis.k 
selon” de la mamiere suivante. Pour une plaque de 10 x 20 cm, nous utilisons 10 g de gel de silk 
contenant 5% de NO&. Ces plaques sont abandon&es 4 heum a la temperature ambiante a 
l’obscurite, puis juste avant l’utilisation, activkes pendant 20 mn a 110”. Pour les chromatographies 
preparatives sur plaque de 25 x 35 cm, nous utilisons 50 g de gel de silk a 5 % de NO&g. 

II Zsolement et purification 

Mycobacterium smegmatis a et& cultive sur 8 I. de milieu de Sauton (40 boites de Roux) pendant 
une dkine de jours. Les bact&ies tilt&es et encore humides ont ett soumises au traitement par la 
potasse methanolique a 5% pendant 4 heures. On extrait ensuite l’&h&soluble. Celuici s&he 
sur SO,Na, anhydre, p&se 8 g. Pour s&parer les acides mycoliques des acidea banaux, le melange est 
trait6 a plusieurs reprises par 80 ml de methanol a l’ebullition.5 L’insoluble (5 g) est ensuite trait6 
par le diazomethane et chromatographie sur 100 g de gel de silk G. Les fractions recueillies sont de 
200 ml. 

Les a’-smegmamycolates de methyle sont eluks par le melange ether de pktrolsbenzkne (55:45). 
Sur plaque, its sont kgkrement plus retenus que les a-smegmamycolates de methyle. Leur puritication 
a et& contint& par chromatographie sur plaque dans le solvant ether p&role-&her (80:20), jusqu’rl 
ce qu’ils ne donnent plus qu’une settle tache: F = 50-51”; [a], = +2*8. Analyse C&HII~OI: 

Ana@= CWHII.OI 
Calc.%: C 81,46 H 13,36 0 5,17 
Tr. : 81,37 13,37 5,50 

HI Prt@+ations des a&iot% 

(1) Adtyl-a’-smegmamycofates de mdhyfe. 143 mg da’-smegmamycolates de methyle ont tte 
dissous dans 2 ml de pyridine. On ajoute le melange contenant 1 ml de pyridine et 1 ml d’anhydride 
ac&ique et on abandonne une nuit a 37”. Apr&s le traitement habituel, on obtient 141 mg d’ackyl- 
a’-smegmamycolates de methyle. Les acetates ont Ctt purifies sur colonne de gel de silk. On obtient 
ainsi 125 mg de produit ne donnant qu’une settle tache par chromatographie sur plaque. F = 38-39”; 
[a]n = +4.6”. (Analyse C,sHlrsOI: Calc: C, 80.41; H. 1299; 0, 6.59; Tr: C, 80.08; H, 13.02; 
0, 6.65 %.) 

(2) M&omycoluIs. Pyrolyse. Dans une premiere experience, nous avons pyrolysk 110 mg 
d’a’-smegmamycolates de methyle jusqu’a 300” sous 0.01 mm de Hg. Le tkacosanoate et les 
aldehydes meromycoliques distillent ensemble dans ces conditions. Dans une deuxieme experience, 
nous avons pyrolys6 170 mg des a’-smegmamycolates de methyle jusqu’a 300” sous le vide de la 
trompe a eau. On arrive ainsi a &parer le tkacosanoate de methyle des aldehydes. On obtient 64 mg 
de tetracosanoate. pour 98 mg d’aldehydes qui ont et& purities sur plaque. F = 35”. (Analyse 
C,H,,O: Calc: C, 83.51; H, 13.55; 0, 2.93; Tr: C. 83.59; H, 13.27; 0, 3.08%.) 

(3) M&romycolates de m&hyIe. Oxydation selon Asinger :’ 100 mg d’aldthydes sont trait&s par 
200 mg de NO,Ag et 12.5 ml de NaOH a 10% pendant 3 hem-es a 80”. On isole ensuite 102 mg 

I* L. J. Morris, New biochemical separations (Edited by A. T. James et L. J. Morris), p. 300. D. Van 
Nostrand, London (1964). 
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d’ethtrosoluble qui sont trait&s par Ie diazom&hane puis purifies par chromatographie sur plaque. 
On obtient ainsi 81 mg da’-meromycolates de methyle ne donnant qu’une seule tache par chromato- 
graphie sur plaque. F = 38-40”. (Analyse C&H,,O,: Calc: C, 81.26; H, 13.19; 0, 543; Tr: 
C, 81.52; H, 13.38; 0. 5*00%.) 

(4) Dihyako-dromycolates de mithyle. L’hydrogknation a et6 effectu& sur 5 mg d’a’-meromy- 
colates de methyle en presence de. 10 mg de PtO, dans k&ate d’ethyle, a la temptkature ambiante. 
Le produit obtenu, aprks puritication sur plaque, a un point de fusion de 65-70”. 

N Localisation des doubles liaisons 

100 a 200 mg de substance sont dissous dans 3 ml de t&.rachlorure de carbone. Darts la solution, 
maintenue a -18”, on fait passer pendant 15 mn de l’oxyg&ne contenant 8% d’ozone (debit: O-2 
L/mn). Aprks evaporation de la majeure partie du solvant, on reprend les ozonides par de P&her. 
Cette solution est ensuite introduite par petites portions dans un ballon contenant 10 ml d’H,O, 
(a 35 vol.) sous forte agitation. Lorsque tout P&her est evapore, on chauffe sous teflux pendant 3 
heures. On extrait ensuite les acides qu’on estkritie par Ie diazombthane. 

L’ozonolyse oxydative de 50 mg d’acktyl-a’-mycolates de methyle donne, aprb separation par 
chromatographie sur couche mince, principalement deux fractions: la premiere (20 mg) de Rr assez 
Cleve a ete identWe comme &ant un melange de monoesters, la deuxibme (25 mg), plus retenue, 
correspond au produit IVb. 
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