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R6sum6--Deux nouvelles souches: Pseudomonas sp. et AIcaligenes Eutrophus poussant sur l'acide 
d6hydroabi6tique la ont 6t6 isol6cs. L'6tude du m6tabolisme a montr6 que ces deux souehes utilisent 
la m6me voie: attaque de la position C-7, puis du noyau aromatique suivi du noyau B. L'isolement de 
acide de Ruzicka l l a  comme m6tabolite est remarquable. 

Abstract-Two new strains: Pseudomonas sp. and Alcaligenes Eutrophus were isolated by aerobic 
enrichment at 28 ° in a medium containing dehydroabietic acid la as only source of carbon and energy. 
Study of isolated intermedmtes suggests that both species use the same degradative pathway. Attack 
at C-7 is followed by hydroxylation of the aromatic ring before cleavage of ring B. The outlines of the 
degradative pathway of dehydroabietic acid by these two species in comparison with Flavobacterium 
Resinovorum are discussed. 

En parall61e avec l '6tude du m6tabofisme de l 'acide 
d6hydroabi6tique l a  par  le Flavobacter ium resino- 
vorum, 1 nous avons entrepris des travaux avec 
deux nouvelles souches qui appartiennent respec- 
t ivement au genre Pseudomonas et Alcaligenes et 
qui utilisent l 'acide d6hydroabi6tique l a  comme 
seule source de carbone. La  source Pseudomonas 
6tudi6e ici est dilf6rente du Pseudomonas Resino- 
vorans qui avait  fait l 'objet  de nos pr6occupations. 2 

Par les m~mes techniques et en util/sant les 
milieux carenc6s, comme pour le Flavobacterium 
Resinovorum, ~ nous avons iso16 avec les rende- 
ments indiqu6s dans le Tableau 1 sept  m6tabolites: 
2a, 3a, 4a, 7a, 9a, 10a et 11a sous la forme de leurs 
d6riv6s m6thyl6s obtenus par action du CH2N2 
apr6s extraction. Deux produits, les diesters 9b et 
10b, avaient d6j/~ 6t6 isol6s lors de la culture du 
Pseudomonas Resinovorans. 2 

Les donn6es spectroscopiques du produit 3b 
sont voisines de celles du produit 12b isol6 h partir 
de la culture sur l 'acide l a  du Flavobacterium 
Resinovorum: ~ elles indiquent la pr6sence d 'un 
mSme syst~me aromatique. Le cycle A ne semble 
pas modifi6 (ester m6thylique). Nous proposons 
pour ce produit  la structure 3b. 

Les produits m6thyl6s 5b et 6b sont tr6s voisins. 
Les spectres IR  et U V  montrent, h c6t6 d 'un ester, 

*Ce travail a 6t6 effectu6 dans le cadre de la RCP n ° 93. 
~'Laboratoire associ6 au C.N.R.S. 

--C 
la pr6sence d 'une c6tone conjugu6e ~ \~--OMe" 

/ 
Ceci conduit /l penser  qu'il  s 'agit de deux formes 
6thers d'6nol obtenues h partir  d 'une m~me ~- 
dic6tone. En effet, par  hydrolyse acide de 5b et de 
6h, on obtient le m~me produit  dont le spectre U V  
est caract6ristique d 'une fl-dic6tone cyclique? Par 
ozonisation suivie d 'un traitement h l 'eau oxyg6n6e 
en milieu acide et d 'une m6thylation, les produits 
5b et 6h donnent le triester l l b  de l 'acide de 
Ruzicka. ~,5 De ces donn6es d6coule la structure 4a 
(ou ses formes 6noliques) pour le m6tabolite; la 
configuration absolue, non d6montr6e, est  admise 
~tre celle de la formule 4a, correspondant ~ celle 
de l 'acide d6hydroabi6tique la ,  la configuration 
relative d6coule de ceUe de l 'acide de Ruzicka. 

L 'es ter  8b a d'apr~s les donn6es spectrales une 
structure voisine de 5h et 6b. I I en  diff6re d'apr~s le 
spectre de masse par la pr6sence d 'un oxyg~ne. 
L' inert ie du groupe hydroxyle  h l 'ac6tylation 
pyridin6e et h l 'oxydation selon Jones sugg/.'re clue 
ce groupe est un hydroxyle tertiaire: ceci laisse une 
seule position: C-5. Par suite de la g6n6ralit6 de ia 
r~tention de la configuration lors de l 'hydroxyla- 
tion, 6 on admettra pour l 'hydroxyle la configuration 
, comme indiqu6e sur la formule 8. 

La  structure des esters 2b, 9b, 10b et l l b  a ~t6 
d6montr6e par comparaison des donn6es physiques 
avec celles d'6chantillons authentiques. 
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Tableau 1. Tableau r6capitulatif des m6tabolites isol6s sous la forme de d6riv6s m6thyl6s avec les caract6ristiques des 
cultures 

Quant. A D A  Quant. de m6ta- 
Temps de bolites recueil- 

Quant. D M F  Concent. A D A  culture hs apr6s puri- 
g/ml (%) (h) Fe ++, Mg ++, NH4 + flcation (mg) 

2b 20/160 0"2 136 - -  60 

3b 

OCHa 

20/160 0.2 136 - -  5 

5b 

6b 

C•O2MeOM 20/160 0-2 136 - -  5 
110/1600 0.05 136 - -  110 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

e 20/160 0.2 65 - -  6 

M A I . ~ M e  20/160 0-2 136 - -  4.5 
110/1600 0"05 136 - -  50 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

20/160 0"2 65 - -  

8b 

OMe 

C.. O ~ H  O 20/160 0"2 136 - -  5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

* 20/160 0"2 65 - -  6 

MeO2 

9b C C O~ Me 20/160 0.2 136 - -  de 20 ~t 200 
* . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  suivant les 

20/160 0.2 65 - -  exp6riences 
I ~COeMe 

lOb 
~ O  CO2Me 20/160 0.2 136 - -  de 15/l 160 

2Me * . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  suivant les 
20/160 0.2 65 - -  exp6riences 

, ~  .CO2Me 

l i b  ~ /J,,,~ / C O ,  Me 110/1600 0.05 136 - -  40 

MeO2C" "~H 

* Iso16 6galement pour Pseudomonas. 
(--) Carenc6e. 
(+) Non carenc6e. 
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OR 

t t ~ t  6 H 

la: R = H  2a: R = H  3a: R = H  
lb: R = Me 2b: R = Me 3b: R ----- Me 

O O ORt  

"CO2R., ~COzR2 "CO¢ 2 
4a: R = H  5a: R ~ = M e  R t = H  6a: R z = M e  R t = H  
4b: R = Me  5b: R~ = M e  R~ = M e  6b: 1~ = Me  Rt = Me  

O OR~ 

R O  R20~ K , , ~ C O ~ R  

7a: R = H  8a: R t = H  R2=Me 9a: R - - H  
7b: R = M e  8b: R t = M e  R~=Me 9b: R = M e  

HO 

CO~R 

CO2R "CO2R H , 

10a: R = H l la :  R = H 12a: R ----- H 
10b: R = M e  l ib :  R = Me  12b: R ----- Me  

Fig 1. 

La  structure de ces m~tabolites 6rant ~tablie, 
nous proposons pour ces deux souches le schema 
de biod6gradation de rac ide  d~hydroabi6tique l a  
(Schema I). Notons  toutefois clue les produits 2a, 
3a et l l a  n 'ont  pas ~t6 isol6s de cultures de 
P s e u d o m o n a s .  

L'oxydat ion en C-7 constitue la premiere ~tape, 
suivie de celle du noyau aromatique. L 'hydroxyla-  
tion du noyau aromatique pourrait  se faire selon le 
m~me m~canisme que celle du benz~ne et du tolu- 
ene par  un P s e u d o m o n a s  Put ida:  addition r~ luc-  
five de 02 sur le syst~me aromatique, donne le 
di~ne-diol, qui est ensuite oxyd~ en diph6nol, s 
(Schema II).  

La scission du noyau aromatique qui pourrait  se 
fake  par coupure mdta  7 avec obtention de l 'acide 
2-isopropyl malique comme pour le F l a v o b a c t e r i u m  
R e s i n o v o r u m ,  t conduit ~ la dic6tone 4a. L 'hy-  
droxylation de la dic&one 4a conduit ~ 7a. L 'ouver-  
ture du cycle B (sans pr~juger l 'exacte S~luence 

des ~v~nements) conduit ~t rac ide  de Ruzicka l l a ;  
des oxydations m~nent aux diacides 9a et 10a. II 
est ~ rioter que les deux souches n 'oxydent  pas 
l 'acide d6hydroabi~tique l a  en C-3 ~ l 'oppos~ du 
F l a v o b a c t e r i u m  R e s i n o v o r u m ,  ~ tousles  m6tabolites 
isol6s poss~dent la fonction acide en C-4. La 
presence de rac ide  de Ruzicka qui est obtenu par 
d~gradation oxydante de rac ide  abi~tique 4 et qui a 
servi ~ l '6tablissement de la structure des acides 
diterp~niques, est  assez remarquable.  

OMe 

13 
Fig2. 
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NAD(P) + NAD(P)H + H + 

SCH#.MA II 

L ' i so lemen t  sous sa forme m6thyl6e du m6ta- 
boli te  3a de s t ructure  vois ine de cel le  du crypto-  
j aponol  13 extrai t  de la r6sine de Cryp tomer ia  
J a p o n i c a  9 pose  le probl6me de l 'origine de ce 
de, rnier:  est-il bien produi t  par  la plante ou bien la 
r6sine a-t-elle subi une a t taque partielle par  une 
bact6rie vois ine de celles 6tudi6es ici. 

PARTIE  EXPERIMENTALE 

lsolement des bactdries. Quatorze souches bact6ri- 
ennes ont 6t6 isul6es par la m6thode de culture d'en- 
richissement sur l'acide d6hydroabi6tique? ° Deux ont 
6t6 retenues pour 6rude ult6rieure: l'une appartenant au 
genre Pseudomonas, l'autre au genre Alcaligenes. En 

9a \ 

~ CO2H 

CO2H 

10a 

SCHEMA I 

rue d'identification, certains caract6res morphologiques 
et biochimiques des germes isol6s ont 6t6 6tablis par des 
techniques d6crites par Stanier et al? 1 

Milieu de culture. La composition du milieu min6ral est 
la suivante en g/h Na~HPO~: 1.47; KHzPO4: 0.648; 
NH4CI: 1; MgSO4: 0-2; FeSO4 7H~D: 0.001. Le pH final 
du milieu est de 7.2. La m6thode de culture et les variantes 
sont les m~mes que celles utilis6es pour le Fiavobac- 
terlum Resinovorum. ~ 

lsolement de 2b. Par le m61ange hexane-AcOEt 4: l ,  
Me 

/ 
nous 61uons Fester 2b. RMN (CDCIa),--CH , 8  = 1.21 

\ 
Me 

ppm (6H, d, d 7Hz);  - -Me ,  8 =  l '27ppm (6H, s); 
--CO2Me, 8 = 3.65ppm (3H, s); - - H  benzyl, 8 = 4.84 
ppm (1H, t, J 7Hz);  - - H  atom., 8=7 .10  h 7-33ppm 
(3H, m); SM, M + = 330. F. de i'ac6tate: 128°? 2 

lsolement de 3b. Par le m61ange hexane-AcOEt 
85 : 15, nous 6loons Fester 3b qui prend en masse. F: 194- 

Me 
/ 

196 °, RMN (CDC1D: - - C H  ,8 = 1.24 ppm (6H, d, J 
\ 

Me 
7 Hz); - -Me ,  8 = 1.30 ppm (3H, s); - -Me ,  8 = 1.39 ppm 
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(3H, s); - -CO2Me, 8 =  3.64ppm (3H, s ) ; - - O M e ,  8--- 
3.79 ppm (3H, s); - - H  ph6nolique, 8 = 6.08 ppm (H, s); 
- - H  aromatique, 8 = 7-59 ppm (H, s); IR (CCl4), 1725, 
1~80, 1602 cm -~. UV (EtOH), km~, = 228"5 nm (e = 
18,600); 272 nm (e = 10,250); 326 urn (e = 3,300). [aid = 
+ 6  ° (c=0.071,  EtOH); DC (EtOH), Acaao=+0"71; 
AC240=--1"16; Aezss=--l-21; SM M + =  374 (C22H300 ~ 
par haute r6solution). 

lsolement de 5b. Par le m61ange hexane-AcOEt 3 : 1 
7:3, nous ~|uons Fester 5b, purifi~ en CPV preparative 
(SE 30 15%). RMN (CDCI3): Me, 8 = 1-09 ppm (3H, s), 
Me, 8 = 1.30 ppm (3H, s); (CO2M¢, OMe), 8 = 3.65 ppm 
(6H, s); H vinylique, 8 = 5 . 1 8 p p m  (IH, d, J IHz);  
IR (CCI~), 1722, 1657, 1612cm -~ (les deux demi~res 
bandes 6tant de m~me intensit6); UV (EtOH, ~'m~ = 248 
nm (e = 17,000); [~]D =--59"0 ° (C= 0"083, EtOH); DC 
(EtOH), AE315m--0"86, Ae24o=--2"24; SM (M+=266 
(50%); role 251 (10%); 234 (6%); 207 (7%); 121 (6%); 98 
(100%). 

Isolement de 6b. Une 61utiou ult6rieure ~ l'hexane 
AcOEt 4: 1 donne Fester 6b, purifi6 en CPV pr6parative 
(SE 30 15%). RMN (CDCIa) Me 8 = 1.24ppm (3H, s) 
Me 8 = 1.27 ppm (3H, s) (CO2Me, OMe) 8 = 3.65 ppm 
(6H, s) H vinyl. 8 = 5-19ppm (IH, s). IR (CHCla) 1724, 
1649, 1592cm -~ (les deux derni~res bandes 6tant de 
m~me intensit6). UV (EtOH) hma~ = 250 nm (e = 21,500) 
l a i D = +  17"7 ° (C = 0"265, EtOH). DC (EtOH) Ae30o = 
+3-10, Aez~=--2-14. SM M+=266 (80%); m/e 251 
(15%); 207 (28%); 152 (100%): 125 (92%). 

Hydrolyse acide de 5b et 6b. A 0.01 mM de produit, 
nous ajoutons HCI M (0-5 ml). Apr~s agitation pendant 
24 h sous azote, un pr6cipit6 se forme. Le rendement de 
la r6action est d'environ 50%, le reste 6tant le produit de 
d6part. Nous obtenons pour les deux 6thers d'6nol le 
m6me produit 4b. F: 179-181 °. UV (EtOH) ~m~ = 282"5 
nm (~ = 18,600) (NaOH 0.1 N) hm~x = 283 nm (e = 23,000) 
(HCl 0-1 n) hma~ = 252"5 nm (e = 15,000) (Hexane) hma x = 
280rim (e = 50). [Ct]D = - - 6 0 " 0  ° (C = 0"038, EtOH). DC 
(EtOH) Aeax~ = - 0 ' 8 5 ;  A~zs~ =--2"25; A~215 = +0'98 SM 
M + = 252. 

Ozonisation de 5b et6b. Darts une solution d'6nol 5b ou 
6b (8 rag), darts EtOAc (1 ml), nous faisons passer/ i  0 ° 
pendant 2 h u n  courant d'oxyg6ne h 2% d'ozone. Apr6s 
61imination de l'exc6s d'ozone par un courant d'azote, la 
solution est mise h sec. Au r6sidu, nous ajoutons de 
AcOH (0.5 ml), de HCI (2 gouttes) et de l'eau oxyg6n6e/~ 
30% (0.4 ml). La solution est agit6e h temp6rature ordi- 
naire pendant une nuit, puis chaulf6e sous reflux 1 h. 
Apr6s 6vaporatlon, le r6sidu est mdthyl6 avec une solu- 
tion 6th6r6e de CH2Nz, puis extrait au benz6ne. Apr6s 
lavage h l'eau, puis avec une solution satur6e de NaHCO3, 

Note: Par commodit6 pour les diff6rencier, nous 
attribuons arbitrairement ies formules 5b et 6b aux deux 
6thers d'6nol. 

*Nous tenons/J remercier le Prof. W. Parker qui nous a 
aimablement fourni un 6chantiUon de l'acide de Ruzicka 
l la.  

enfm /t l'eau, nous r6cup6rons un produit brut (10 mg), 
purifi6 en CPV pr6parative (SE 30 15%). Les deux 6thers 
d'6nol donnent le m~me produit 11b.* 

RMN (CDCla) - -CH3 8 = ! .20 ppm (6H, s) - - C H 2 - -  
8 = 2.25 ppm (2H, d, J 6 Hz) mCO2Me 8 = 3"63 ppm 
(9H, s) IR (CC14) 1730, 1437, 1388, 1320, 1240, 1125, 
1105 cm -~ SM M + = 300. 

lsolement de 8b. Avec l'ester 6b, nous 61uons le produit 
8b 16g6rement plus polaire, que nous s6parons de 6b par 
CPV pr6parative (SE 30 15%). RMN (CDCia) Me 8 = 
1.27ppm (3H, s) Me 8 =  1.45ppm (3H, s) (CO2Me, 
OMe) 8 =  3.69ppm (6H, s) H vinylique 8=5 .30ppm 
(1H, s) IR (CC14) 1702, 1661, 1618cm -1 (ies deux 
derni6res bandes 6tant de m6me intensit6). UV (EtOH) 
~ax = 248nm (~ = 10,500) [a]D =+20"5 ° (c = 0.161, 
EtOH). DC (EtOH) A¢3o0 = + 1.54; A~62 = -  1.40 SM 
M + = 282; m/e 264 (M-18) (CxsH2203 par haute r6solu- 
tion). 

lsolement de 9b et 10b. Par le m61ange hexane-AcOEt 
9: 1, nous 61uons un m61ange de deux esters 9b et 10b que 
nous s6parons en CPV pr6parative (SE-30 15%). Les 
donn6es sont en accord avec celles d'6chantillon authen- 
tiqueY Nous n'avons d6montr6 si rester 9b, d'activit6 
optique nulle, 6tait m(so ou d l :  

lsolement de 11b. Par le m61ange hexane-AcOEt 4: 1, 
nous 61uons un produit liquide, l'ester de l'acide de 
Ruzicka l lb ,  que nous purifions en CPV pr6parative 
(SE-30 15%). Toutes ies donn6es sont en accord avec 
celles d'6chantdlon authentique:'5 
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