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Les cires du Bacille tuberculeux contiennent un acide hydroxyl6 ~t haut poids 
mol6culaire, d6couvert par ANDERSON 2~ et appel6 acide mycolique. 

L'int6r~t que nous portons ~ racide mycolique est justifi6 par plusieurs consid6- 
rations: x. Du point de rue  pond6ral, l'acide mycolique est un des constituants les plus 
importants du Bacille tuberculeux; la souche virulente Test en contient p.ex. 8.3% 
(poids sec). 2. L'acide mycolique fait partie, dans le Bacille, de complexes lipo-polysac- 
charidiques et autres, dont des propri6t~s biologiques int~ressantes viennent d'etre 
rapport~es par plusieurs auteurs x3, xs, 23. 3. C'est la seule substance chimique bien d~finie, 
isol~e du Bacflle tuberculeux, qui pr6sente la propri~t6 d'etre acido-r~sistante x°, x~ 
4. L'acide mycolique est un acide gras naturel ~t tr~s haut  poids moMculaire et de 
constitution encore inconnue. 

L'acide mycolique isol6 par ANDERSON et co lF  de la souche humaine H37 se 
pr6sente sous forme d'une poudre incolore, amorphe, F 57-58°, [a ]D = + 1 ,8  °, La 
formule brute de l'acide mycolique serait C88HmO 4 ou C~H1~604, cette demi~re formule 
6tant finalement pr~f~r6e par ANDERSON 4. L'acide mycolique contient un carboxyle, un 
hydroxyle et un rn~thoxyle; la nature des quatre atomes d'oxyg~ne est ainsi connue. 
A la pyrolyse (~t 3oo ° sous 0. 5 mm), l'acide mycolique subit un cracking et donne une 
partie volatile que ANDERSON et col. "~ ont identifi~e comme 6tant l'acide n-hexacosandique. 
A l 'oxydation chromique, l'acide mycolique donne un m~lange tr~s complexe d'acides 
gras, dans lequel AND~-RSON et col. 2° ont identifi~ les acides st~ariqne, n-hexacosanoique 
et n-hexad~cane-l.x6-dicarboxylique. Ils en concluent clue l'acide mycolique doff 
contenir deux chalnes en C a ,  l 'une mise en ~vidence par pyrolyse, l 'autre par oxydation. 

Une ~tude de l'acide mycolique d'ANDERSON aux rayons X et en couche mono- 
mol~culaire, effectu6e par STXLLBERG-STENHAGEN ET ST~NHAGEN 26 a montr~ inhomo- 
g~n~it6 de cette substance et son ~tat micro-cristallin. La largeur de la molecule ne 
d~passerait nuUe part celle de trois chafnes parall~les d'hydrocarbures et il semblerait 
que l 'hydroxyle soit plac6 pros du carboxyle. 

* 9~me c o m m u n i c a t i o n  su r  la  ch imie  du Baci l le  t u b e r c u l e u x ;  8~me comm.  : J .  ASSEL~N~U E~ 
E. LEDERER, Nature I66  (i95o) 782 : le p re sen t  t r ava i l  fair  pa r t i e  de  la  th~se  de Doc to ra t  ~s-Scienees 
de  J .  ASSELINEAU. Pour  des  revues  g~n~rales su r  la  ch imie  du  Baci l le  tubercu leux ,  voi r  ANDERSON t '~,  
e t  ROULET ET BRENNER ~.  
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Diff~rentes souches de Mycobact~ries contiennent des acides mycoliques de com- 
position diff~rente. C'est ainsi qu'ANDERSON et col. ont isol~ des acides mycoliques 
de souches bovines 14, aviaires s, du Bacille de la phl6ole 21 et d'un Bacille de la l~pre ~. 

Isolement chromatographique de deux acides mycoliques des souches virulentes Aeschbacher 
et Test 

Dans notre I~re communication x0 nous avons d~crit l'isolement chromatographique 
de l'acide mycolique par filtration de sa solution ~th6rop6trolique sur une colonne 
d'alumine. L'acide mycolique est fortement retenu et 61u6 seulement avec de l'6ther 
contenant un faible pourcentage d'acide ac6tique. La chromatographie permet ainsi 
d'61iminer d'embl6e des substances neutres* et m~me des acides gras inf6rieurs, car les 
acides gras de C16 k C26 qui pourraient accompagner l'acide mycolique sont 61u6s d6jk 
par l'6ther seul (avec une alumine d'activit6 II). 

En essayant de fractionner l'acide mycolique par des 61utions successives contenant 
des quantit~s croissantes d'acide ac6tique, nous avons obtenu une s6paratfon tr~s nette 
en deux acides mycoliques que nous appelons acides a- et fl-mycoliques tt. 

L'acide a-mycolique repr6sente la majeure pattie de l'acide mycolique brut et fond 
55-56°; il s'~lue le premier, k l'6ther contenant o.1% d'acide ac6tique. 

L'acide fl-myeolique ne repr~sente qu'environ lO% de l'acide mycolique brut et 
fond ~ 71-73°; il s'61ue k l'6ther contenant o. 5 ~ 1% d'acide ac6tique. 

Les deux acides mycoliques se pr6sentent sous forme de poudres blanches, d'aspect 
amorphe, apparaissant au microscope comme constitu6es de petites sph6rules. Les 
spectres de diffraction de rayons X montrent cependant que ces acides sont cristallis~s**. 
Les acides mycoliques sont facilement solubles dans l'6ther, le chloroforme et le benz~ne, 
un peu moins solubles clans l'6ther de p6trole; ils sont insolubles dans l'eau, le m6thanol, 
l'6thanol et l'ac6tone, ~ froid; un peu solubles dans le m6thanol, l'6thanol et l'ac6tone, 

chaud. De fa~on g6n6rale, l'acide a-mycolique pr6sente une plus grande solubilit6 que 
l'acide ft. Les sels de Na et de K de ces acides sont solubles dans l'6ther de p6trole et 
le benz~ne, d'o~ la difficult6 de s6parer les acides mycoliques des substances neutres 
qui les accompagnent. Le sel de K de l'acide a est soluble dans l'6ther, tandis que celui 
de l'acide fl est insoluble xt. 

Les deux acides mycoliques different 6galement par le point de fusion de leurs 
ac6tates, de leurs esters m6thyliques, des ac6tates de leurs esters m6thyliques et des 
alcools mycoliques (obtenus par r6duction du carboxyle par LiA1H,), comme le montre 
le Tableau I. 

Les deux acides mycoliques sont acido-r6sistants et lib~rent, tousles deux, de 
l' acide n-hexacosano~que par pyrolyse***. 

Les analyses ~16mentaires des deux acides et des deux s~ries de leurs d~riv6s donnent 
des r~sultats pratiquement identiques; d'aiUeurs, la d~shydratation semble donner /e 
t~,me acide anhydro-mycolique (Tableau I) ; il paraR donc s'agir d'isomkres. 

Les deux souches vimlentes humaines, Aeschbacher et Test, ont donn6 chacune 
des acides ae t  fl mycoliques qui semblent respectivement identiques. Une identification 

* Les sels de Na et K de l'acide mycolique sont solubles darts l '6ther et  l '6ther de p6trole; on 
l e s  trouve daaxs l" 'insaponifiable" et l& s6par&tion de l 'acide mycolique des substances neutres  es t  
a ins i  r endue  tr~s diflicile par les moyens chimiques habituels. 

** i~tude cristallographique de A. TRILLAT ET S. BARBEZAT. 
*** Cet acide a ~t6 identifi6 de fa~on indiscutable par A. TRILL/kT ET S. BAItlS~ZAT par la m e s u r e  

de  la diffraction des rayons X. 
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par point de fusion de mdlange n'est pas possible avec ces substances, car des m61anges 
d'acides mycoliques nettement diffdrents ne donnent pas de ddpression de point de 
fusion. L'identification la plus prdcise qui soit possible h l'heure actuelle, semble ~tre 
la comparaison des spectres infrarouges*. 

TABLEAU I 

PROPRI]~T]~S DES ACIDES 6~ ET ~-MYCOLIQUES, ET DE LEURS D]~RIV]~S 

Point de fusion 
Sel de potassium 

[a]D (CHCI a) 
Poids mol~culaire (titrage) 
Ester m4thylique 
Acetate de l'acide 
Ac6tate de l'ester 
Alcool mycolique 
Acide anhydro-mycolique 
Anhydro-mycolate de m6thyle 

acide a-mycolique acide fl-mycolique 

55-560 
soluble dans l'6ther 

+ 1.8 ° ~: 0,5 
I280~ 1290 4- 5 ° 

F 43-460 
40-420 
33-35 ° 
5o-520 
36-380 
34-36° 

71-73 ° 
presqu'insoluble 

dans l'6ther 
+ 2.3 ° 4- 0,5 

I29O, 13oo + 5 ° 
F 52-55 ° 

44-480 
42-44 ° 
6o-63 ° 
36-380 
34- ~ 6~ 

Nous ne saurions affirmer que nos acides a et •mycoliques sont des substances pures. 
Des chromatographies rdpdtdes de ces substances et de divers ddrtv6s n 'ont  pas d~cel6 
d'inhomog6n6it& II semble d'aiUeurs, qu'ANDERSON ait isold des fractions analogues, 
puisque GERSTL, TENNANT ET PEI.ZMAN 18 rnentionnent des essais biologiques sur deux 
preparations d'acide mycolique fournies par ANDERSON et fondant respectivement 
55-560 et ~ 73-75 °. 

Nous n'avons jamais observ~ de substance pouvant correspondre ~ un acide 
C104Hss, O a, F 74-76 ° tel qu'ANDERSON et col. ~° Font obtenu apr~s traitement de l'acide 
mycolique par l'acide iodhydrique; nous pensons qu'il s'agit lk d'un artdfact. 

Structure chimique des acides mycoliques des souches virulentes Aeschbacher a Test 

i. Formule brute. Les r6sultats des analyses de carbone, hydrog~ne et de m6thoxyle, 
ainsi que ceux des titrations de l'acidit6 effectu6es sur les acides ~ et ~-mycoliques et 
sur un grand hombre de leurs d6riv6s, indiqu6s dans le Tableau II,  sont en accord avec 
la formule CssHt~eO 4 propos6e par ANDERSON en I9382t I1 faut cependant consid~rer 
cette formule non comme certaine, mais comme une des plus probables; en effet, les 
d~terminations analytiques du carbone introduisent une marge d'erreur de + 0.2 
o.3%, ce qui correspond ~ une incertitude dans le hombre d'atomes de carbone de + 5, 
comme le montrent les chiffres suivants: 

+ 5C: C~Hls604 P.M. 1368. 4, C 81.62% H 13.7o% 
CssH,~604 1298.3 81.4o 13.66 

- -  5C Cs3Hls604 1228. 3 81.16 13.62 

Les d6terminations de poids mol6culaire, effectu6es par titrage fournissent, d 'autre 
part, des r6sultats ~ 4- 4% pros, ce qui entraIne une incertitude de 4- 5 o unit6s pour 
le poids mol6culaire. La formule en Cos peut donc subir des variations qui ne d6passeront 
probablement pas 4- 5 carbones. 

* ]~tude en cours, avec A. CHEUTIN. 
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TABLEAU II  

COMPOSITION ]~L]~MENTAIRE DES ACIDES a- ET fl-MYCOLIQUES ET DE LEURS D]~RIV]~S 

12 9 

D~riv~s a:  

Acide mycolique (I) 

Ester m6thylique 
Ac6tate mycolique 
Ac6tate de mycolate de 

m6thyle 
Alcool mycolique 
Diac6tate d'alcool 
Acide anhydro-mycolique (II) 

Anhydro-mycolate de m6thyle 
Alcool anhydro-mycolique 
Mycolane 
M6thoxy-nor-mycolanone (II I) 
M6thoxy-oxo-mycolanoate 

de m6thyle (IV) 
R6sidu non-volatil de pyrolyse 

D~riv~s fl : 

Acide mycolique (I) 

Ester m6thylique 
Ac6tate mycolique 
Acide anhydro-mycolique (II) 

Trouv6~o 

C 81.47 H 13.28 OCH a 2.36 
81.53 13.42 

C 81.48 H 13.17 
8o.89 13.32 

8I.O 3 13.o4 
82.66 13.66 
80.79 13.1I 

C 82.68 H 13.46 OCH 3 2.56 
82.58 13.55 
82.52 13.52 
83.4o 13.96 
85.69 14.25 
83.65 14.Ol 

81.37 13.53 
84.19 13.78 

C 81.27 H 
81.7o 
81.8o 

C 80.82 
82.89 

13.52 OCH$ 2.I6 
13.ol 
13.28 
13.12 
13.59 

Analyses 

Calcul6 % 

C~H17604: C 81.4o H 13.66 

CsoH17sO4: C 81.52 H 13.58 
Ca0HxvaO5: 80.64 13.38 

C01H18005: 80.70 13.4o 
CaaHx~aOa: 82.29 13.97 
C**H18~O5 : 8o.81 13.32 
C~H17403: C 82.55 H 13.69 

CsaH176Oa: C 82.66 H 13.62 
CaaH176Ot: 83.46 14.Ol 
Ca~,HI~ e : 85.51 14.5o 
C87H1740 2 : 83.44 14.Ol 

CsaH17eO4: 81.58 13.54 
C61H120 O : 84.25 I3,9I 

C~H17604: C 81.4o H 13.66 

Ca0HI~sO4: C 81.52 H 13.58 
CgoHITsOs: C 8o.64 H 13.38 
CssH1740 t: 82.55 13.69 

0CH 8 2.39 

OCH 3 2.42 

OCH 3 2.39 

II 

III 

IV 

Bibliographie p. z45. 

lO 

I OH H 
I I 

R - - C - - C - - C O O H  
1 I 
H CH 2 

I 
(CH2) n 

I 
CH s 

R- -C  ~ C--COOH 
I I 

H Call49 

O 
II 

R--C----CH s 
I 

at ,  H** 

O H 
II I 

R--C- -C- -COOCH s 
I 

C~H48 

R ~ CaoHI~ 0 (OCHa) 

Aeide mycolique 

Acide anhydro-mycolique 

M6thoxy-nor-mycolanone 

M6thoxy-oxo-3-mycolanoate de m6thyle 



130 J. ASSELINEAU, E. LEDERER VOL. 7 (1951) 

Quant au llombre d'atomes d'hydrog~ne pr6sent dalls la molecule d'acide mycolique, 
il est ~galement tr~s difficile de le fixer. Les deux formules Cs,HmOl et CssHx~,O ~ 
successivemeat adopt6es par ANDERSON renferment, respectivement 13.39 e t  13.66% 
d'hydrog&ne, valeurs assez difficilement discemables par microaaalyse ~16mentaire. Si 
l'acide mycolique est satur6 et puremellt aliphatique, il doit 6videmmellt avoir deux 
lois plus d'atomes d'hydrog~r~e que de carbolle. L'absence de doubles liaisolls semble 
assez certaine (pas d'absorptioll de brome, pas de coloratioll avec le t6tranitrom~thalle 
pas de r6action avec l'ozone, pas de ballde correspondante dans le spectre infrarouge*). 
L'abselxce de noyaux cyclaniques ne peut pas encore ~tre affirm6e. Cette 6ventualit6 
dolt ~tre examin6e d'autallt plus s6rieusemelxt que HOFFMAN ET LUCAS 1~ viennertt 
d'isoler de Lactobacillus arabinosus uI1 acide CI~H~O~. coutellallt ull noyau cyclo- 
propanique. I1 est ull fait que les chiffres obtellus pour la teneur ea hydrog~ne des acides 
a- et ~-mycoliques et quelques uns de leurs d6riv6s sollt souvellt faibles et pourraient 
ainsi correspondre ~ des formules avec 2 ou 4 H de moins qu'une formule purement 
aliphatique. 

Un poids mol6culaire multiple semble 6tre exclu, car les d6terminations cryo- 
scopiques d'apr~s RAST fournissellt des chiffres autour de IlOO (calc. 1298 ). 

EIx conclusion, IXOUS tenons ~ souligner que ce , 
ll'est que comme hypoth~se de travail que nous ta.ooo 
adoptons la formule C88Hl~eO4, qui est de caract~re 
puremellt aliphatique. 12.000 

Quallt au m~thoxyle de l'acide mycolique, re- 11.ooo 
marquons que nos analyses sollt les premieres coi1- 
cordant avec les chiffres th~oriques (Tableau II).  1o.ooo 

L'acide mycolique d'AI~DERSON n'a jamais donn~. 90oo 
plus de 1.4% de m6thoxyle (au lieu de 2.39% corres- 
pondant k ua-1 m6thoxyle). Ceci est probablement dt~ eooo 

au fait qu'ANDERSON avait en main un m~lange 7000 
d'acides m6thoxyl6s et non-m6thoxyl6s, tels que 
nous en avoids r6cemment isol6s de diverses 6000 
souches**. Les chiffres justes pour la teneur el1 ~o0o 
m6thoxyle sont ulle r~ouvelle preuve ~ l 'appui de 
la formule brute envisag6e ci-dessus. 

Parmi les d6riv6s melltionn6s dans le Tableau II, 
la plupart ont d6jk 6t6 d~crits T M .  L'hydrocarbure 
satur6 correspondant & l'acide mycolique a 6t~ 
pr6par6 & partir de l'alcool mycolique. Nous pro- 
posons de l 'appeler mycolane. L'acide mycolique 
est ainsi un acide hydroxy-m~thoxy-mycolano~q~e et 
l'acide anhydro-mycolique un acide m~thoxymyco- 
l~no~que. 

2. Position de l'hydroxyle. Les acides a - e t  
~-mycoliques sollt d6shydrat6s par 6buUition dalls 

Acide Anhydro- 
~(ol, ~uf 

4000 

3000 

2000 

1ooo 
500 

~ 5  217220225230235240245 250255 260265 
• mlz;~ 

Fig. I. Spectres d'absorption des acides 
a-mycolique (I) et anhydro-mycolique 

(II) (dans l'hexane) 

l 'anhydride ac6tique contenalxt KHSO4 fondu. L'acide anhydro-mycolique (m~thoxy- 

* Travail spectrographique en cours avec A. CHEUTIN; il est vrai qu'une double liaison di- 
tertiaire n'est pas facilement d6celable par le spectre infrarouge. 

** Travail en cours avec H. DIgMARTEAU. 
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mycol~noique), CssH1740a, F 39-41°, ainsi obtenu poss~de un spectre d'absorption indi- 
quant la conjugaison de la double liaison avec le carboxyle (log 6 = 4.13 ~t 220 m/~, Fig. I)*. 
La pr6sence d'une double liaison du type C ~ C  =C--C a 6t6 6galement mise en 6vidence 

I 
C 

par le spectre d'absorption infrarouge (bande k 1645 cm -x, qui manque dans l'acide 
mycolique m~me)* *. 

Le fait que la double liaison de l'acide anhydro-mycolique soit situ6e en =,/9 par 
rapport au carboxyle, permet d'envisager deux possibilit6s pour l'emplacement de 
l 'hydroxyle des acides mycoliques en question: soit en a, soit ell/3. 

Les essais suivants prouvent que l 'hydroxyle n'est pas en a. 
I. Le t6trac6tate de plomb d~carboxyle les acides a-hydroxyl6s en les oxydant en 

ald6hyde inf6rieurZS; or les acides mycoliques ne sont pas attaqu6s par ce r6actif. 
2. Si les acides mycoliques 6talent hydroxyl6s en ~, leur transformation en alcools 

mycoliques (par r6duction du carboxyle avec LiA1H~) donnerait des 1.2-glycols qui 
seraient oxyd6s par l'acide periodique. Or, les alcools mycoliques r~sistent & l 'oxydation 
periodique. 

Les essais suivants prouvent, d'autre part, que l'hydroxyle des acides mycoliques 
est en ~ .  

I. Par oxydation chromiqne m~nag~e, avec la quantit~ calcul~e de CrOs, l'acide 
~-mycolique (I) donne, en tr~sbon rendement, une substance neutre, F 64--67 °, insapo- 
nifiable et non-ac~tylable. L'analyse 
61~mentaire et le spectre d'absorption e 
(bande ~ 280 mt~ log e = 1.6; Fig. 2) 5oo 
indiquent qu'il s'agit d'une c~tone~50 
(m6thoxy-normycolanone III) fortune 
par oxydation de l 'hydroxyle de40C 
l'acide mycolique et d~carboxylation3~ 
consecutive de l'acide [J-c~tonique ainsi 
form& 300 

2. L'=-mycolate de m6thyle 
donne par contre, par oxydation 25° 
chromique sous les m~mes conditions, 2oo 
une substance neutre, F 40-42 °, qui 
n'est plus ac6tylable et dont l'analyse 1so 
616mentaire et le spectre d'absorption,o0 
(bande ~ 26o m/z log e = 2.7; Fig. 2)*** 
correspondent ~t un ~-c6to-ester. Nous ~°o 
l'appelons m~thoxy-oxo-3-mycolanoate 
de m~thyl (IV). Par saponification, ce 
corps se d6carboxyle et conduit ~ la 
m~thoxy-nor-mycolanone (III) d6crite 
ci-dessus. 

~ --M~thoxy-Oxo-Myco/anoate 
de M~thyle 

/ . 

".,2 \ 
\ 

i \ 
/ t'f~fhoxy-Nor-Hycolanone N e 

/ i J I . t  _ " ~ t .  

' -+  T - q  . . . .  - -  
220 230 240 250 250 270 280 290 300 310 320 330 

rn F 

Fig. 2. Spectres d'absoq3tion de ]a m6thoxy-nor- 
mycolanone ( I I I )  et du m6thoxy-oxo-3-mycolanoate 

de m4thyle (IV) (dans l'hexane) 

* Nous mentionnons, darts la partie exp6rimentale, quelques produits secondaires obtenus 
au cours de cette r~action. 

** Etude spectrographique en cours, avec A. CH~UTI~. 
*** Des/~-c6to-esters ramifi6s err a, synth6tiques, pr6sentent uu spectre &absorption analogue 

(E. LED~RER SX K. SERCK-HAr~SSEN) essais in6dits. 
Bibliogmphie p. z45. 



132 J. ASSELINEAU, E. LEDERER VOL. 7 (1951) 

Pour ces c6tones k haut poids mol&ulaire, nous avons pu constater la pr6sence 
du groupe carbonyle seulement par le spectre d'absorption caract6ristique et l'impossi- 
bilit~ d'ac6tyler la substance dans les conditions qui ac6tylent l'acide mycolique. La 
formation de d~riv6s de la fonction c~tonique est, en effet, g~n6e dans les longues 
chaines paraffmiques et par la ramification en a dont l'existence sera prouv~e ci-dessous. 

La formation de substances c~toniques par oxydation chromique de l'acide myco- 
lique et de son ester m6thylique prouve aussi que l'hydroxyle, de l'acide mycolique est 
secondaire. 

3. Position et structure d'une ramification. L'existence de l 'hydroxyle en fl et la 
lib6ration d'acide n-hexacosanoique (VIII) par pyrolyse, ne peuvent se concilier qu'en 
admettant en a une chatne lat6rale non ramifi6e ~ 24 atomes de carbone (voir formule I). 
Or, il est connu depuis longtemps que les a, a-dialcoyl-fl-hydroxy-acides se coupent par 
pyrolyse: ainsi, l'acide a,a-dim6thyl-fl-hydroxy-butyrique (V) donne naissance ~ de 
l'ac6tald6hyde et de l'acide iso-butyrique 25. La pr~sence de deux ramifications en a 
n'est d'ailleurs pas nficessaire, puisque l'acide a (hydroxy-I, m6thyl-3, iso-propyl-5- 
cyclohexyl)-propionique (VI) subit la m~me scission pyrolytique en menthone et acide 
propionique ~. 

V OH CH a CH a 
i i 3oo° i 

CHs--CH--C--COOH + CHs---CHO + HC--COOH [ pyrolyse [ 

CHs CH 3 
Acide a.a dimSthyl-fl-hydroxy-butyrique. 

VI C H s . . / - ~ . / O H  e l l s  ~ ~0 
[ ~ 'CH--COOH pyrolyse 
k.~ "~CH s + + CHs--CHs--COOH 

CaH~ 1-17 

Acide a(hydroxy- i-m6thyl-3-iso-propyl-5-cyclohexyl ) -propionique 

OH H 

[ I 300" 
R--C--C--COOH > R--CHO + CHs--COOH 

I I pyro|~ I 
H CH s CH s 

I VII ] VIII  
(CHs)~s l (~ Hs)ts 

CH s CH s 

R--C -- C---COOH + 0s R---CHO + OC--COOH COOH 
I ; > [ >[ 
H C~H4o C~Hi9 C~H49 

II  IX X 

+ COs 

C'est un m~canisme analogue qui donne naissance ~ l'acide n-hexacosanoique 
(VIII) par pyrolyse de l'acide a-mycolique (I). D'ailleurs nous avons pu prouver la 
formule I de la mani~re suivante: L'acide anhydro-mycolique (m6thoxy-mycol6no'que, 
II) a 6t6 ozonis~; de la pattie acide des produits d'ozonolyse nous avons isol6 un acide 
cfistallis6, qui, apr~s purification, fond ~ 82-83 ° et dont l'analyse et le poids mol6culaire 
correspondent ~ l'acide n-pentacosanoique (X). En raison des difficult6s d'identification 
d'acides aliphatiques sup~rieurs, la structure de l'acide n-pentacosanoique a ~t~ v6rifi~e 
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par la comparaison de son spectre de rayons X avec celui d'un ~chantillon d'acide 
n-pentacosanoique synth~tique aimablement fourni par le Dr E. STENHACEN (Uppsala)*. 

L'ozonisation de la substance II  aurait normalement dfi donner l'acide a-oxo-n- 
hexacosa_uoique (IX). Or, il a d~jk ~t~ observ6 ~4 que l'ozonisation d'acides ~,~-insatur~s 
et ramifies en a donne l'acide en Cn-1 an lieu de l'~-oxo-acide en C~ attendu. Dans le 
cas present, l'identification precise de l'acide n-pentacosanoique, obtenu par ozonolyse 
prouve d'une fa~on certaine la presence d'une chalne lat~rale en C24 sur le carbone a de 
l'acide mycolique. 

En conclusion, l'acide a-mycolique de souche Test est un a-n-t~tra cosyl-~-hydroxy- 
acide 12. L,acide ~-mycolique de la m~me souche qui donne ~galement de l'acide n- 
hexacosanoique par pyrolyse doit aussi avoir son -O H  en fl et la chatne lat~rale n-t~tra- 
cosyle en ~. 

L'explication du m~canisme de la pyrolyse donn~ ci-dessus est eu accord avec le 
fait que l 'hydroxyle est n~cessaire pour la formation de l'acide n-hexacosano~que; ni 
l'acide nor-mycolique d'ANDERSON, ni l'acide anhydro-mycolique ni l'ac~tate de l'acide 
mycolique ne se laissent pyrolyser. Il semble que cette pyrolyse soit une r~action caraco 
t#ristique des acides p hydroxyl~s, ramifies en a. 

La pr6sence dans les acides ~ et ~ mycoliques d'au moins deux carbones asym6- 
triques (carbones a et 8) entratne l'existence d'au moins quatre isom~res, qui disparais- 
sent par d~shydratation (formation d'acide anhydro-mycolique II). Cette structure rend 
doric possible l'isom6rie des acides c, et /~ mycoliques, poss~dant un produit de d6s- 
hydratation commun; 6tant tousles  deux dextrogyres, ils sont donc des diast6rom~res. 
Quant k l'acide anhydro-mycolique, il peut 6videmment exister sous deux formes: cis 
et trans. Nous avons toujours obtenu un acide apparemment homog~ne et k point de 
fusion constant; sa configuration reste ~ 6tudier; d'ailleurs, un tel 6difice mol6culaire 
doit pr6senter une structure pr6f~rentielle. 

Nous avons donc pu caract6riser la nature et la structure de 27 atomes de carbone 
de l'acide mycolique et d6terminer l 'emplacement et la nature secondaire de l 'hydroxyle. 
En ce qui concerne le reste de la mol6cule, avec ses 61 atomes de carbone et son m6tho- 
xyle, nous ne savons ~ l'heure actuelle que le fait, qu'il dolt y avoir encore au moins 
deux ramifications, car des dosages de C-m6thyle effectu6s sur l'acide mycolique, d'apr~s 
KUHN ET ROTH indiquent la pr6sence de quatre cha~nes**. 

La structure I de l'acide mycolique concorde bien avec les conclusions tir6es par 
ST.E, LLBERG-STENHAGEN ET STENHAGEN ~ d'une 6tude de l'acide mycolique aux rayons X 
et en couches monomol6culaires. 

ANDERSON et col. ~° ont pens6 que l'acide mycolique renferme deux chalnes en C~, 
dont l'une porte le carboxyle. Or, contrairement ~ ce que pensaient ces auteurs, l'acide 
hexacosanoique obtenu par oxydation chromique peut provenir de la m6me chalne 
lat6rale en ~ que celui obtenu par pyrolyse. En effet, l 'oxydation chromique de l'acide 
mycolique (I) peut passer interm6diairement par la m6thoxy-normycolanone (III) qui, 
par oxydation ult6rieure dolt se couper avec formation d'acide n-hexacosano~que. I1 
n'est donc pas prouv6 que l'acide mycolique renferme une deuxi~me chahle ell Cz~. 

* Analyse aux  rayons X effectu~e par  A. TRILLAT et S. BARBEZAT. 
** Nous d~crivons, darts la pa~tie exp6rimentale, une 6rude sommaire de la partie non vola t i le  

obtenue apr~s pyrolyse. La nature de ces produits  semble indiquer que la substance VII  subi t  des 
r6actions secondaires, ce qui n 'es t  pas 6torment, ~tant  donn6 les conditions de la r~action. 
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Structure #nSrale des acides mycoliques 

Tous les acides mycoliques d6crits par ANDERSON 6, ~, 14, 21, 26 et les nouveaux acides 
mycoliques isol6s r6cemment dans notre laboratoire °,n,* sont caract6ris~s par la pr6sence 
d'un hydroxyle au moins et par la r6action de pyrolyse conduisant ~ la formation d'un 
acide gras ~ haut poids mol6culaire (le plus souvent en Cm). 

Nous venons de montrer que cette r~action de pyrolyse est due ~ la pr6sence d'un 
-OH en fl et d'une longue chaine lat6rale en a. Nous proposons donc de d~finir les acides 
mycoliques comme acides fl hydroxyl~s d~ haut poids mol~culaire ayant une longue cha{ne 
aliphatigue en a. 

C'est I~ une structure tout k fait nouvelle dans la s6rie des acides gras naturels. 

R~partition des acides mycoliques dans les diverses /factions lipidiques 

Une partie de l'acide mycolique est pr6sente dans les souches virulentes (Aeschbacher, 
Test, H37-Rv) ~ l'~tat libra et peut en 6tre isol6 par chromatographie x°. (Voir Tableau III: 
cites solubles dans l'ac6tone). La pr6sence d'acide libre n'est pas caus6e par une saponi- 
fication sur la colonne d'alumine, car l'acidit6 initiale de ces cires correspond k la 
quantit6 d'acide isol6e. Elle n'est pas non plus caus~e par une lipolyse puisque nous 
n'avons pas obtenu d'acide mycolique libre dans le cas de souches avimlentes (H37-Ra, 
Rx), trait6es de la m~me mani~re. 

La plus grande partie de l'acide mycolique (m61ange de = et fl) se trouve dans le 
BaciUe k l'~tat ¢st~rifi~; dans le cas de la souche Test, 6% environ du poids sec des 
Bacilles se trouvent sous cette forme et sont extraits par les solvants organiques neutres, 
principalement par le chloroforme (volt Tableau III). 

Darts les lipides li~s de bacilles de souche Test, nous avons encore isol~, apr~s 
saponification, 2.3% du poids sec des bacilles d'un m61ange d'acides a et fl mycoliques. 
Aucune diff6rence n'a 6t6 observ6e entre ces acides et les acides correspondants isol~s 
des lipides libres. 

T A B L E A U  I I I  

TENEUR EN ACIDE MYCOLIQUE (C~ 2~_ fl) DES DIFFI~RENTES FRACTIONS 
LIPIDIQUES DE BACILLES DE SOUCHE TEST (EN % DE POIDS SEC 

DES BACILLES) 

Acide 
Fractions l ipidiques Libre mycol ique  Total  

est6rifi~ 

1.2 t r a c e s  1.2 ~ires A *  
.=ires extraites  au chloroforme 

Cires molles 
Cires solubles ac6tone 
Lipopolysaccharide 

Lipides l i& 
rotal  

O 
1. 4 
O 
O 

2 . 6  

0 .2  
0. 3 
2 .9  
2 .3  
5 .7  

0 .2  
I .  7 
2 .9  
2 .3  
8 .3  

* Cires isol6es de l 'extrait  alcool-6ther; dans cette fraction, l 'acide mycol iqe  consiste presqu'en- 
t i~rement en acide a .  

* Travaux en cours avec H .  DEMARTEAU e t  A .  GINSBURG. 
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DESCRIPTION DES EXPERIENCES 

Les bacilles utilis6s dans le pr6sent travail ont 6t6 cultiv6s pendant six semaines, 
sur milieu de Sauton dans le cas de la souche Test (collection de l 'Institut Pasteur) et 
sur milieu de Long dans le cas de la souche Aeschbacher (Prof. Roulet, Bale). L'extraction 
des diff~rentes fractions lipidiques a 6t6 effectu~e selon ANDERSON 1. 

Preparation d' acide mycolique brut 

5 g de cites purifi$es pr6par6es selon ANDERSON 1 sont dissous dans 20 ml de benz~ne 
et additionn6s de 2o ml de potasse m6thanolique k 5 %. AprSs 72 heures de chauffage 
k reflux, au bain d'air, la solution est d6cant6e de la masse brunAtre coll6e all fond du 
ballon (polysaccharide). Cet insoluble est lay6 plusieurs fois all benz~ne bouillant, et 
toutes les solutions, r$unies et concentr6es sous vide, sont additionn6es d'eau, acidifi6es 
et extraites $ l'6ther. 

L'6th6ro-soluble brut p~se 3.5 g; il est repris par IO ml d'6ther et pr6cipit~ par 
addition de 20 ml de m6thanol. Le pr6cipit6, s6par6 par centrifugation, est lay6 au 
m6thanol, puis soumis k une deuxi~me pr6cipitation et lavage, pour 61iminer le plus 
possible les acides gras inf6rieurs. Le produit obtenu se pr6sente, apr~s s~chage, sous 
forme d'un solide blanc, amorphe, F 55-57 °, pesant 2.3 g. 

Mis en solution dans 3 ° ml d'6ther de p6trole, l'acide mycolique a 6t6 chromato- 
graphi6 sur 5 ° g d'alumine (activit~ II): 

Poids  des  P o i n t  de  P.M. 
I. f r ac t ions  fu s ion  (t i trage) 

a. 3oo m l  6 ther  de  p~L-role 2 m g  
b. 300 ml  6 ther  de  p6t ro le-benz~ne  x o %  5 
c. 300 ml  benz~ne  x 
d. 300 m l  d ther  4 
e. 3oo ml  d ther  o 
f. 300 ml  d ther -ac ide  acd t ique  l O %  i23o  56-59 °* x25o 
g. 300 m l  d ther -ac ide  acd t ique  l O %  943 57-59 ° I275 
h.  3oo m l  6 ther -ac ide  acfi t ique i o %  46 

To ta l :  22x9 m g  soi t  96.50/o 

Au cours de toutes les chromatographies d'acide mycolique et de ses d6riv6s, les points 
de fusion des fractions iso16es ont 6t6 d6termin6s sur les produits pr6cipit6s de leur solu- 
tion 6th6r6e par le m6thanol; la m~me observation est valable en ce qui concerne les titrages. 

Une chromatographie t~moin a 6t* effectu6e sur un m61ange d'acides gras: 
IOO nag d'acide palmitique (P.M. 256.3) et 2o mg d'acide hexacosanoique (P.M. 

396.6) ont ~t6 chromatographi~s sur 2.5 g d'alumine (act. II):  

Poids  des  P.M. 
I I. f rac t ions  (ti trage) 

a. 3 ° m l  ~ther  de p6t role  o m g  
b. 3o ml  6 ther  de  p6t ro le-benz~ne  x o %  o 
c. 3o ml  6 ther  de  p~trole-benz~ne 3 0 %  o 
d. 3 ° m l  benz~ne  o 
e. 3 ° m l  benz~ne-d ther  i o %  x 
f. 3 ° m l  6 ther  71 27 ° 
g. 3 ° m l  6 ther  32 285 
h. 3 ° m l  6 ther  xo 

To ta l :  Ix4  m g  soi t  95~/o 

* T o u s l e s  po in t s  de fus ion  de ce t r ava i l  son t  corrig6s. 
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Isolement des acides aet [3-mycoliques 

1585 mg d'acide mycolique ont dt6 chromatographi~s sur 32 g d'alumine: 

Poids des P.M. F III .  fractions (titrage) 

a. 15o ml benzbne 14. 5 mg 
b. 15o ml dther (sdchd sur CaCla) / 
c. 15o ml dther (sdchd sur CaCll) j 4"0 
d. 15o ml dther ordinaire 8 
e. 15o ml dther-ac, acdtique o.1% 322.5 55-560 125o 
f. 200 ml dther-ac, acdtique o.1% 571 55-560 124o 
g. 200 ml dther-ac, acdtique o.1% 268 55-560 1265 
h. 20o ml dther-ac, acdtique o.3% 198 57-58.5 ° 127o 
i. 2o0 ml dther-ac, acdtique o.5% 74 } 62-64 ° 126o 
j. 2oo ml dther-ac, acdtique 1.o% 63 

Acide a-mycolique 

Total: 1523 mg soit 96% 

La fraction (III)-f (49 ° mg) a dt6 rechromatographide sur 15 g d'alumine: 

IV. 

a. lOO ml benz~ne 
b. 200 ml 6ther 
c .  200 ml dther-ac, acdtique 0.05% 
d. 15o ml dther-ac, acdtique o.1% 
e. 15o ml 6ther-ac. acdtique o.1% 
f. 20o ml 6ther-ac. acdtique o.1% 
g. 15o ml dther-ac, acdtique 0.2% 

Total: 

Poids des P.M. F fractions (titrage) 

o mg 
O 

3.5 
162 54.5-56o 126o 
IOI 54.5-560 125o 
180 55--560 127o 
34 55-560 - -  

480 rag, soit 97.9% 

Toutes les fractions ont pratiquement les m~mes caract6ristiques. 

Acide a-mycolique (souche Aeschbacher) : solide blanc, F 55-56° 

Analyse: trouvd* C 81.53% H 13.42% 
calcul6 pour C88Hl~eO 4 81.4o 13.66 

Acide a-mycolique (souche Test) : solide blanc, F 55-56o 
Analyse: trouv6 C 81.47% H 13.28% 

Acide [3-mycolique 

I12 mg 

0CH 3 2.2o% 
2.39% 

OCHa 2.36 % 

de fractions (III)-i et (III)-j ont dtd rechromatographids sur 2 g d'alumine: 

Poids des P.M. 
V. fractions F (titrage) 

a. 20 ml benz~ne o mg 
b. 20 ml dther o 
c. 5 ° ml dther o 
d. 3 ° ml dther-ac, acdtique o.1% 22 58-61 ° 
e. 3 ° ml dther-ac, acdtique o.1% 7 
f. 3 ° ml dther-ac, acdtique o.2% io 
g. 3 ° ml dther-ac, acdtique 1.o% 21 7 0 - 7 3  ° 129o 
h. 5 ° ml 6ther-ac. acdtique 5.o% 23 7 1 - 7 3  ° 13oo 
i. 5 ° ml dther-ac, acdtique 5.0% 18 70-73 ° 
j. 5 ° ml dther-ac, acdtique 5.0% 5 

Total: io6 'nag, soit 94.6% 

* Les micro-analyses de ce travail ont dtd effectudes dans le laboratoire, microanalytique du 
Prof. L. RUZICKA (t~cole Polytechnique, Ziirich). 
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L'61ution de l 'acide fl-mycolique demande l 'emploi de solutions plus concentr6es en 
acide ac6tique: il est net tement  plus adsorb6 sur alumine que l'acide a-mycolique. 

Acide fl-mycolique (souche Aeschbacher) : solide blanc, F 71-73 ° 

Analyse: trouv6 C 81.7o% H 13.o1% 
calcul~ pour C88Hl~eO 4 81.4o 13.66 OCH~ 2.39% 

Acide fl-mycolique (souche Test): solide blanc, F 71-73 ° 
Analyse: trouv6 C 81.27% H 13.52% OCH 3 2.16% 

Dans le but  d '6prouver l'homog6n6it6 de l 'acide a-mycolique, une chromatographie 
de l 'ester m~thylique pr6par6 k part ir  de la fraction d de la chromatographie (IV) a 6t~ 
effectu6e: 

15o mg d 'a-mycolate de m~thyle (pr6par~ h-part ir  de (IV)-d) ont 6t~ chromato- 
graphi6s sur 4.5 g d 'alumine: 

VI. Poids F 

a. 30 ml 6ther de p6trole purifi6 o mg 
b. 3 ° ml 6ther de p6trole purifi6 o 
c. 3o ml Sther de p6trole ordinaire o 
d. 3 ° ml ~ther de p6trole-benz~ne io% 4 
e. 3 ° ml 6ther de p6trole-benz~ne 200/o 79 
f. 3o ml 6ther de p6trole-benz~ne 30% 45 
g. 5 °ml  6ther de p~trole-benz~ne 5o0/0 13 

Acide obtenu par 
saponification 

F P.M. 

43-460 55-560 13oo 
43-460 55-560 128o 
43-460 

Aucune diff6rence n 'a  pu ~tre observ6e entre les divers ~luats. Une antre chromato- 
graphie effectu~e sur (IV)-e a fourni des r6sultats analogues. 

Preparation de d~riv~s des acides mycoliques 

Rappelons que, avec les restrictions mentionn6es ci-dessus, nous adoptons pour 
l 'acide mycolique, la formule C88H17604 d'Anderson. 

Esters m~thyliques 

Une solution ~th6r6e de chaque acide est additionn6e d 'un exc~s de solution 6th6r6e 
de diazom6thane. Apr~s plusieurs heures de contact, les solutions sont ameu6es k sec, 
dissout~s dans l '6ther et pr~cipit6es par le m6thanol. Chaque ester est ensuite chromato- 
graphi6 sur alumine (voir par ex. la chromatographie VI). 

a-mycolate de m~thyle: solide blanc, neutre, F 43-46o 

Analyse: trouv6 C 81.48 H 13.17% 
calcul6 pour C,~H1~804 C 81.52 H 13.58% 

[J-mycolate de mAthyle: solide blanc, neutre, F 52-55 ° 

Analyse: trouv6 C 81.8o H 13.28 

Acetates mycoliques 

16o mg d'acide mycolique sont dissous dans I ml de benz~ne anhydre, additionn~s 
de I ml de pyridine anhydre, puis, avec pr6caution, de 0.2 ml de chlorure d'ac6tyle 
dans o. 5 ml de pyridine. Le m~lange est abandonn6 trois heures, en r6chauffant le tube 
de temps k autre, dans un bain-marie k 60 °. Apr~s le t rai tement habituel, le produit 
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de la r6action est isol6 puis chromatographi6 sur alumine (activit6 II); l 'ac6tate est 
61u6 par l'6ther (obtenu environ 50% de produit pur). 

Acetate d'acide a-mycolique: solide blanc, 
l'acide a-mycolique (F 54-56°). 

Analyse: trouv~ C 80.89 
calcul6 pour C~8Hx~sO ~ 80.64 

Acetate d'acide fl-mycolique: solide blanc, 
l'acide fl mycolique (F 66-7 o°) 

Analyse: trouv~ 

F4o-42  °, saponifiable en r~g~n6rant 

H 13.32% P.M. 1275 (titrage) 
13.38 134o 

F44-48°, saponifiable en r6g~n6rant 

C 80.82% H 13.12% P.M. 13oo (titrage) 

Acetates de mycolate de m~thyle: 

Pr6par6s par m~thylation par le diazom6thane de chaque acState d'acide mycollque.; 
le produit obtenu a 6t~ purifi6 par pr6cipitation de sa solution ~th6r6e par le m6thanol: 

Acetate d'a-mycolate de m~thyle: solide blanc, neutre, F 33-35 ° 

Analy~se: trouv~ C 81.o3% H 13.o4% 
calcul6 pour C, IH~8~O~ 80.7 ° H 13.4o% 

Acetate de ~-mycolate de m2tl, yle: solide blanc, neutre, F 42-44 °. 

Alcools mycoliques 

Chaque acide, dissous dans l'6ther anhydre, a 6t~ additionn6 d'un exc~s de solution 
~th6r6e d 'hydrure double de lithium et d'aluminium. Apr~s une nuit de contact k tem- 
p6rature ordinaire, le m61ange r6actionnel est d6compos6 en le versant sur de la glace, 
puis, acidifi6 et extrait  ~ l'~ther. Le produit brat  est purifi6 par chromatographie sur 
alumine (~lu6 par un m~lange benz~ne-5o% 6ther). Rendement:  environ 8o % ell produit 
pur. 

Alcool a-mycolique: solide blanc, neutre, F 50-5 2°, [a]~ ° = + 4.5 ° (CHCI,, c = I.O6). 

Analyse: trouv~ C 82.66% H I3.66% 
82.41 13.63 

calcul6 pour C88H1~80 s 82.29 13.97 

Alcool fl-mycolique: solide blanc, neutre F 6o-63 °. 

Diac~tate de l'alcool a-mycolique 

1IO mg d'alcool a-mycolique ont 6t6 ehauff~s k refMx dans 5 ml d'anhydride 
ac~tique bouillant pendant trois heures. Apr~s hydrolyse de l'exc~s d'anhydride ac6tique, 
extraction k l'6ther et lavages de la solution 6th6r6e, le produit isol6 est chromatographi6 
sur alumine: le diac6tate sort de la colonne dans le filtrat ~ l'~ther de p~trole. Solide 
blanc, neutre, F 32-36 °. 

Analyse: trouv6 C 80.79% H I3.11% 
calcul~ pour C~HxuO 6 8o.81 13.32 

Remarque. Dans le c a s  des  d6riv6s ac6tylt~s, nous n'avotm pas pu v6rifier la teneur en ac6tyle 
par indice de saponification; e n  effet,  la saponification compl&te de ces substances nt~cessite l'emploi 
d'un exc~s de potasse trop fort pour que les r6sultats des tit~ages puissent avoir une signification. 
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Acides anhydro-raycoliques 
L'acide mycolique est chanff6 ~ reflux dans 5 ° parties d'anhydride ac6tique, en 

pr6sence de 5 parties de bisulfate de potassium fralchement fondu et pulv6ris6, pendant 
environ deux heures. Apr~s isolement du produit de la r~action, une saponification est 
effectu6e pour hydrolyser l'ac~tate mycolique pr6sent (1.2 g de substance sont chauff6s 
k reflux dans lO ml de benz~ne avec io ml de potasse m6thanolique k 5%, pendant 
5 heures). Le produit isol6 de la saponification, est chromatographi6 sur alumine: racide 
mycolique (r~g6n6r6 de l'ac6tate) n'est 61u6 que par un m61ange dther-acide ac~tique. 

Exemple: chromatographie de 1.225 mg de substance sur une colonne de 25 g 
d'alumine (activit6 II): 

a, I5 °ml  dther de pdtrole 45 mg 
b. i5o ml dther de pdtrole-benz~ne 30% 21 
c, 15o ml benz~ne 4 
d. 15o ml 6ther 256 
e. i5o ml 6ther 131 / soit 39% 
f. 15o ml dther 63 
g. 15o ml dther 7 
h. i5 oml 6ther-acide acdtique o.5% 387 
i. 200 ml dther-acide acdtique o.5~/o 230 
j. 200 ml dther-acide acdtique I.oO//O 31 

Total: I.I75 mg (soit 95.9%) 

L'acide anhydro-mycolique (~luats d, e, / et g) forme une poudre blanche, F 36-38°. 

A cide anhydro-mycolique : 

Pr6par6 k partir d'acide a-mycolique (souche Test) : 
Analyse: trouv6 C 82.68% H 13.46% OCH, 2.56% 

calcul6 pour CssHx~lO s 82.55 13.69 2.42 

Pr~par6 k partir d'acide fl-mycolique (souche Test) : 
Analyse: trouv6 C 82.89% H 13.59% 

Le rendement en produit pur, pr~sentant le maximum d'absorption ~ 220 m/z, est 
en moyenne de 35 %. La possibilit~ d'une migration de la double liaison au cours de la 
saponification et de la chromatographie n6cessaires pour la pr6paration des acides 
anhydro-mycoliques purs est exclue par le fait suivant: l'intensit6 d'absorption du 
produit obtenu directement apr~s traitement par l 'anhydride ac6tique est sensiblement 
6gale k celle qui peut 6tre calcul6e k partir de rintensit6 d'absorption du produit pur, 
compte tenu de son pourcentage dans le m61ange initial (d6termin6 par isolement). 

Darts les ddshydratations d'acides ~-hydroxylds, le produit ddshydratd peut ~tre un mdlauge 
d'acide a-~ dthyldnique et /~-7 dthyldnique. La prdsence de ce dernier isom~re peut 6ire montrde 
par la formation d'~poxyde, sous raction de l'acide perbenzoique. B6ESEK~N 18his a en effet montrd 
que les acides a-/~ dthyldniques ne rdagissent pas avec racide perbenzo'fque; seul risom~re ~-~ insaturd 
donne un ddrivd: 

Utilisant l'acide anhydro-mycolique, prdpard comme il vient d'etre dit, nous rayons laissd 
en contant pendant une semaine vers 19 ° et ~ l'obscuritd, avec une solution chloroformique d'acide 
perbenzoique renfermant un large exc~s de produit actif (ddtermind par titrage iodomdtrique). La 
chromatographie du produit de la rdaction a permis d'isoler une fraction dluable seulement par 
rdther-acide acdtique A o.x%, correspondant/t environ 2o° de l'acide anhydro-mycolique utilisd. 

Cet dpoxyde se prdsente sous iorme d'un solide blanc, F 49-5 l°. 

Analyse: trouvd C 8I.o3% H 13.I4°//o 
cMculd pour CuHlTtO 4 (dpoxyde) 81.53 13.53 
calculd pour CasHtveO s (glycol) C 8o.4I % H 13.5o % 
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La faiblesse des ~/o de C obtenus par analyse peut 6tre due au moins en partie ~ la prdsence de 
glycol, qui peut se former A c6t6 de l'6poxyde. I1 se peut donc que notre acide anhydro-mycolique 
contienne 2 o ~  d'un isom~re ayant la double l iaison en ft. 

Anltydro-mycolate de m~thyle 
Ce d~riv6 peut ~tre facilement pr@ar6 par m6thylation au diazom6thane de l'acide 

anhydro-mycolique: solide blanc, neutre, F 34-36 °. 

Analyse: trouv6 C 82.52% H 13.52% 
calcul6 pour CsgHxvsO a 82.66 13.62 

Alcool anhydro-mycolique 
Par r6duction d'acide anhydro-mycolique par LiA1H 4, dans les m~mes conditions 

que celles qui ont 6t6 d6crites k propos de l'alcool mycolique, un alcool est obtenu qui, 
apr~s purification par chromatographie (~lu6 par des m61anges 6ther de p6trole-benz~ne), 
se pr6sente sous forme d'un solide blanc, F 44-48°, neutre. 

Analyse: trouv6 C 83.40% H 13.96% 
calcul6 pour CsaHxv602 83.46 14.Ol 

La presence d'une double liaison est montr~e par le spectre d'absorption ultra-violet 
(220 m/t, log e = 3.22). 

Fractions neutres obtenues au ¢ours de la p~,~paration de l'acide anhydro-mycolique 

Lorsqu'on effectue la chromatographie sur alumine du produit brut provenant de l'~bullition 
de l'acide mycolique avec l'anhydride ac6tique, en pr6sence de SOIHK, environ 5 A lO% de produits 
neutres sont isol6s dans les 61uats 6ther de p6trole et ~ther de p6trole-benz&ne, lorsqu'aucune sapo~ti- 
fi¢ation n'a ~td ]aite avant de chromatographier (sinon, la proportion de neutre baisse environ de 
moiti~) : 

Par rechromatographie de ces fractions neutres r6unies, sur une alumine d'activit6 I, neutralis~e, 
les r6sultats suivants sont obtenus: 

3Io  m g  de substance, 7 g d'alumine 
a 25 ml 6ther de p6trole purifi~ 23 m g  
b 3 ° m l  6ther de pftrole purifi6 17 
c 3 ° ml 6ther de p6trole ordinaire io  
d 6o ml 6ther de p6trole-benz~ne iO~/o 3 ° 
e 6o ml 6ther de p~trole-benz~ne 15 ~/o 2 
f 6o ml ~ther de p~trole-benz~ne 5o~/o 4.5 
g 6o ml benz~ne i 
h ioo  ml 6ther 13 
i ioo  ml 6ther 3 
j ioo  ml 6ther-m6thanol 20% 2 
k Ioo ml 6ther-acide ac6tique o .5% i51 
1 50 ml 6ther-acide ac6tique 1 .o% 33 

Total 289.5 m g  (soit 93.5~/o) 

D e u x  fractions neutres ont 6t6 isol6es: 

aunt  a: solide blanc, peu soluble dans 1'6ther, F 61-65 ° 
Ana ly se s :  t rouv6  C 85 .70% H 13.84% (O ~--- o .39%1 ) 

85.84 13.77 
dluat d: solide blanc, neutre, F 58--62 ° 

Analyse: trouv6 C 84.94~/o H 14.I1~/o OC H s o %  
84.96 13.99 

Ces deux fractions ne renferment presque plus d'oxyg~ne: elles correspondent ~ des produits 
d~carboxyl6s et d6m~thoxyl6s; notons que la fraction d pr6sente un spectre de rayons X de produit 
cristallis6*. 

* Mesures  de A. TRILLAT et  S. BARBEZAT. 
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La/faction k est identique ~ l 'acide mycolique, et  doit  donc provenir  de la saponification d 'un  
produit  tr~s sensible, sur la colorme d'alumine, m6me neutralis6e. I1 est d 'ail leurs curieux de constater 
que la premi6re chromatographie ne l 'a  pas d6truit  (tout au moins en pattie), probablement  parce 
que l'61ution des fractions neutres 6tait  men6e plus rapidement  II 'alumine 6rant  mcins active). En  
ce qui concerne la nature  de ce produi t  si facilement saponifiable, nous pouvons dire que son hydroxyle 
n 'es t  pas ac6tyl6 (puisque l 'ac6tate mycolique n 'es t  pas saponifi6 sur colonne). D 'autre  part,  le m6- 
lange initial  de ces neutres (partie saponifiable + paxtie insaponifiable) fournit  A l 'analyse les valeurs 
C 82 . I2% et H 13.46°/o (et P. M. (Rast) IO2O), qui montrent  que le neutre saponifiable doit ~rre 
for tement  oxyg6n6, et  que son poids mol6culaire est simple. Nous en d6duisons que cette substance 
est probablement  constitu6e par  l 'anhydride mixte des acides mycolique et  ac6tique: 

R1--CH(OH)--CH(R,)--CO ~ 
O 

CHs--CO -/ 

D'ailleurs, dans la solution aqueuse de saponification des neutres bruts, nous avons trouv6 
que pax acidification par PO4Ha, un acide entralnable A la vapeur d'eau est lib6r6. 

Mycolane 
390 mg d'alcool a-mycolique ont 6t6 chauff6s sous courant de gaz carbonique, 

pendant 6 heures k 15 o°, avec le m61ange suivant: 

4.5 ml acide iodhydrique d = 1.96 
0.6 ml anhydride ac6tique 
I. 5 g ph6nol 

Apr~s refroidissement, le produit de la r6action se s6pare ~ l'6tat solide. Iso16 et 
dissous dans l'6ther, il est lav6 k l'hyposulfite et k l'eau, puis pr6cipit6 de sa solution 
6th6r6e par le m6thanol. 

460 mg de d6riv6 iod6 sont chauff6s 8 heures avec 5 ° ml d'alcool amylique, 20 ml 
d'acide ac6tique et 500 mg de poudre de zinc d6cap6. Le produit isol6 est chromato- 
graphi6 sur IO g d'alumine (activit6 t) : 255 mg de substance sont recueillis dans le filtrat 
k l'6ther de p6trole purifi~: solide blanc, F44-48°,  d~pourvu d'iode; mais, l 'analyse 
montre encore la pr6sence d'oxyg~ne (par diff6rence) : 

Analyse: t r ouv6  C 85.23% H13.83% O = 0.94% 

Un second traitement k l'acide iodhydrique a alors 6t6 effectu6: 

I I  7 rag de cette substance ont 6t6 chauff6s pendant 6 heures avec 
5o ml d'acide iodhydrique d = 1.96 
o.4 ml d 'anhydride ac6tique 
I g de ph6nol 

Le produit isol6 comme pr6c6demment, a 6t6 hydrog6n6 en solution dans le dioxane, 
par l'hydrog~ne sous pression (7 ° kg/cm*), en pr6sence de PtO2 selon ADAMS, pendant 
5 heures ~ 5 o°. Le produit obtenu ayant  jauni un peu ~t la lumi~re, une seconde r6duction 
a 6t6 effectu6e, par le zinc et l'acide ac6tique. Puis, le produit chromatographi6 sur 
alumine (activit6 I) a 6t6 iso16 du filtrat ~ l 'hexane: solide blanc, F 45-48°, [a]~ ° = 
+ I.O ° (CHC13; c -- 1.24). 

Analyse: trouv6 C 85.69% H 14.25% 
calcul6 pour CsTHI~e 85.51 14.5o 
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R~action de pyrolyse 

Par  chauffage d 'acide mycolique vers 250-300 ° sous 0.3 m m  de mercure, duns u n  
tube  ~ boules, u n  distil lat  cristallis6 est recueilli, correspondant  ~ environ 28 % du poids 
d 'acide trai t6 (th6orie: 30.5 %). Apr~s deux recristall isations duns le benz~ne, ce dist i l lat  
se pr6sente sous forme de lamelles incolores, F 87-88 °, dont  le poids mol6culaire d6ter- 
min~ par  t i t rage est de 397 et 402. Ces propri6t6s correspondent  ~ celles de l'acide 
n-hexacosano~que (F 88 °, P.M. 396.6). 

L ' ident i t6  avec l 'acide n-hexacosanoique a en outre  6t~ v~rifi~e par  diffraction aux 

rayons  X*. 

La ]ruction volatile de pyrolyse a 6t6 6tudi6e plus soigneusement duns le cas de l'acide a-myco- 
lique: trois fractions ont pu ~tre s6par6es: 
a) t~te: (3%), apr~s eristallisation duns le benz~ne, F 85-87°; 
b) cceur: (2O~/o), recristallis$, F 87-88°; 
c) queue: (5%), trop soluble duns le benz~ne pour y 8tre recristallis6e, elle est pr6cipit6e par le 
m6thanol: solide d'aspect cireux, F 40--42°; en raison des trop faibles quantit6s obtenues, il ix'a pus 
St6 6tudi6 davantage. 

Le rdsidu non-volatil a 6t6 particuli~rement examin6 duns le cas de l'acide a-mycolique (pyrolys6 
le plus rapidement possible: moins de Io minutes): 34 ° mg de r~sidu ont ~t~ chromatographi~s sur 
io g d'alumine (act. I). 

IOO ml d'6ther de p6trole purifi6 80 mg 
ioo ml ~ther de p~trole ordinaire i i  
ioo ml 6ther de p6trole-benz~ne 5% 26 
IOO ml 6ther de p6trole-benz~ne 12°/o 43 
IOO ml benz~ne 48 
ioo ml 6ther 4 ° 
ioo ml 6ther-m6thanol xo~/o 6 
ioo ml 6ther-acide ac6tique I.o% 57 
ioo ml 6ther-acide ac6tique 3.O~/o 18 

Total 329 mg (soit 96.7~o) 

La fraction a est peu soluble duns l'6ther; solide blanc, neutre, F 54-58°. 

Analyse: trouv6 C 85.62% H r3.71% OCH 3 o 
85.51 13.92 

calcul6 pour C122H2ssO 85.I3% 13.93 % 
La fr~ction dse pr~sente sous forme d'un solide blanc, neutre, F 36-38°. 
Analyse: trouv~ C 84.I9 % H i3.78 % OCH 3 o 

calcul6 pour C6tHlz0 O 84.25% I3.9I % 
fraction e: F 37-50°; 
fraction [: F 38-41°. 

La pyrolyse d'acide anhydro-mycolique a fourni u n  disti l lat  correspondant  h 5.6% 
de l 'acide util is6; aprbs purification, par  pr6cipi tat ion de sa solution ~th~r~e par  le 
m6thanol ,  ce disti l lat  se pr~sente sous forme d 'une  poudre blanche, neutre,  F 41-43 °, 
r appe lan t  la fraction de queue du disti l lat  ob tenu  au cours de la pyrolyse d 'acide 
a-mycolique.  

L'ac~tate d'acidcs a ou [3-mycoliques ne fourni t  aucun  distil lat au cours d'essais de 
pyrolyse. 

Position de l'hydroxyle dans les acides mycoliques 

a. Traitement des acidcs mycoliques par le t~trac~tate de #lomb 

Chaque acide mycolique (a et/3) est chauff6 avec 0. 4 part ies de t6trac~tate de plomb 

* Analyse aux rayons X de A. TRILLAT et S. BARBEZAT. 
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dans un m~lange ~ parties ~gales de benz~ne et d'acide ac~tique, dans un bain d'huile 
rnaintenu vers 9 o°, pendant une heure. Le produit de la r~action est repris par reau, 
acidifi~ et extrait ~ l'~ther; apr~s saponification et chromatographie sur alumine du 
produit obtenu, 85% de l'acide mycolique mis en o~uvre sont retrouv~s inchang~s. 

b. Essai d'oxydation periodique des alcools raycoliques 

ioo mg d'alcool, dissous darts 4o ml de dioxane, sont additionn6s de 2o ml d'acide 
periodique M/io; apr~s deux heures de contact, 5 ml d'une solution M/io d'acide 
ars6nieux sont ajout6s; apr~s un quart d'heure d'attente, l'exc~s d'anhydride ars6nieux 
est titr~ par l'iode N/IO: aucune difference n'est trouv6e entre les essais et les t6moins. 

c. Oxydation chromique ra~nag~e 

Acide a-raycolique. 280 nag d'acide a-mycolique, dissous dans 15 ml de benz~ne 
anhydre, sont additionn~s d'une solution de 48 mg de CrO a duns 12 ml d'acide ac6tique 
(pr6alablement distill6 sur CrOa); apr~s une semaine de contact k temp6rature ordinaire, 
h l'obscurit6, ancnne r~duction n'a eu lieu, k e n  juger par la couleur. Le m61ange est 
alors laiss6 24 heures h 37°; la solution ayant vir6 an vert, un peu d'alcool est ajout6 
pour d6truire le reste d'oxydant 6ventueUement present, et apr~s plusieurs heures de 
contact, le m~lange est repris par l'ean et l'6ther. Le produit isol~ est chromatographi6 
sur alumine; en raison de sa mauvaise solubilit6 duns l'6ther de p6trole, la chromato- 
graphie est commenc6e en utilisant du t6trachlorure de carbone. 72 % de substance sont 
retrouv6s duns le filtrat au CCII: ce produit est peu soluble duns l'6ther k froid, d'aspect 
amorphe, F 64-67 °, neutre, et non-ac~tylable dans les conditions d6crites pour la 
pr6paration des ac6tates d'acide mycolique. 

Analyse: trouv~ C 83.65% H 14.o1% 
calcul~ pour Cs~Hx~40~ 83.44 14.Ol 
(m6thoxy-nor-mycolanone, III) 

a-raycolate de mOthyle. 236 mg d'ester sont dissous dans 15 ml de benz~ne et additibn- 
n~s d'une solution de 41 mg de CrO 8 dans 12 ml d'acide ac~tique. Apr~s 24 heures de 
contact k 37 °, le produit de la r6action est isol6 comme duns le cas pr6c6dent, et chromato- 
graphi6: 61.2% de substance sont retrouv6s dans le filtrat ~ l'6ther de p6trole purifi~, 
formant un solide blanc, neutre, F 4o-43 °. 

Analyse: trouv6 C 81.37% H 13.53% 
calcul~ pour Cs~Hx~60 ~ 81.58 13.54 
(m~thoxy-oxo-3-mycolanoate de m6thyle, IV) 

Cette substance n'est plus ac6tylable par le chlorure d'ac6tyle; apr~s deux heures 
de saponification par la potasse m6thanolique, et traitement habituel, le produit isol~ 
se pr~sente sous forme d'un solide F 65-68 °, peu soluble dans l'6ther, comme la c6tone 
pr6c~dente. 

Identification de la ramification en ~, par ozonisation 

268 mg d'acide anhydro-mycolique sont dissous dans 8 ml de CC14 see; la solution, 
refroidie dans un bain de glace, est soumise k l'action d'un courant d'oxyg~ne ozonis~ 
pendant 2 heures. Le bain de glace ~tant enlev6, on laisse passer l'ozone encore 3o 
minutes. La solution est alors amen6e ~ sec avee precaution, puis additionn~e de 3 ml 
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d '~ther  et  5 nal d 'eau.  Apr~s trois heures de chauffage ~ reflux, le produi t  de la r~action 

est ex t ra i t  ~ l '~ther,  et  lay6 par  une solut ion de potasse ~ 2 %. 

La  solut ion alcaline est lav~e k l '~ther,  puis acidifi~e et ex t ra i te  ~ l '6 ther :  cet te  

solution, amen~e ~ sec, fourni t  un r~sidu de 85 nag. Ce r~sidu est distill5 sous vide darts 

un tube  k boules, et le dist i l lat  est purifi6 par  plusieurs recristal l isat ions dans le m~thanol.  

17 nag d 'un  acide pur, F 82-83 °, sont obtenus,  sous forme de lamelles incolores. 

Analyse :  t rouv~ C 78.49% H 13.26% P.M. (titrage) 378 

calcul~ pour  C~H~00~ 78.47 13.17 382 

Cet acide a 6t6 identifi~ avec l 'acide n-pentacosanoi 'que (6chantillon du Dr  STEN- 

HAGEN), par  spectrographie  de rayons X*. 

Nous remercions la ELLA SACHS PLOTZ FOUNDATION, Boston,  pour  un cr6dit de 

laboratoire  qui  a facilit~ ce t ravai l ,  Mr J .  TRiFOCaL et le Dr  J .  BRETEY (Inst i t~t  

Pasteur ,  Paris) pour  nous avoir  fourni  les bacilles de souche Test,  le Professeur F. ROULET 

(B~le) pour  les bacilles de souche Aeschbacher,  le Professeur J .  TRILLAT et Mme S. 

BARBEZAT (Laboratoire de rayons X du C.N.R.S.,  Bellevue) pour  les ~tudes aux rayons 

X des acides n-hexacosanoique et n-pentacosanoique.  

RI~SUMt~ 

i. L'acide mycolique, qui fair 8.3% du poids sec des Bacilles tuberculeux de la souche virulente, 
humaine, Test, peut 6tre s6par6 par chromatographie en deux acides (aet  fl) qui sont probablement 
des isom~res. 

2. L'analyse 61dmentaire de ces deux acides mycoliques et d'un certain nombre de leurs d6riv6s 
permet de confirmer la formule brute C~H1~604 propos~e par R. J. ANDERSON en I938. Etant donn6 
les difficult6s analytiques inh6rentes/~ l'6tude de substances ~ haut poids mol6culMre, cette formule 
ne doit ~tre consid~r6e que comme la plus probable. 

3. Des r6actions sp6cifiques prouvent que l'hydroxyle des acides mycoliques est en/~ par rapport 
au carboxyle. 

4. Les acides mycoliques des deux souches virulentes ~tudi~es ici portent en a une chaIne 
lat~rale normale de 24 atomes de carbone. La r~action de pyrolyse de l'acide mycolique d6couverte 
par R. J. ANDERSON et conduisant ~ l'acide n-hexacosanoique trouve ainsi son explication. C'est 
une r6action caract6ristique des acides ~-hydroxyl6s, ramifiSs en a. 

5. Nous d6finissons les acides mycoliques, dont au moins un membre est pr6sent dans routes 
les souches de Mycobact6ries examinees jusqu'ici comme acides ~-hydroxyl6s ~ haut poids mol6- 
cnlaire portant une longue chalne aliphatique en a. C'est l~ un aspect tout tt fait nouveau dans la 
chimie des acides gras naturels. 

SUMMARY 

I. Mycolic acid, which makes up 8.3% of the dry weight of the human tubercle bacillus Test, 
can be separated by chromatography into two acids (a and fl) which are probably isomers. 

2. The elementary analysis of these two mycolic acids and a number of their derivatives con- 
firms the molecular formula C~Hx~eO 4 proposed by R. J. ANDI~RSON in I938. Taking into account 
the difficulties inherent in the analysis of compounds of high molecular weight, this formula can be 
considered only as being the most probable. 

3. Specific reactions show that the hydroxyl group present in the mycolic acids is in the /~o 
position with respect to the carboxyl group. 

4. The mycolic acids of the two virulent tubercle bacilli studied here have in the a-position an 
unbranched side chain containing 24 carbon atoms. The pyrolysis of mycolic acid, investigated by 
R. J. ANDERSON, which leads to n-hexacosanoic acid is thus explained. It is a reaction characteristic 
of fl-hydroxy-acids having a side chain in the a-position. 

5. Mycolic acids, at least one of which is present in all the strains of Mycobacteria examined up 
to now, may be defined as fl-hydroxy-acids of high molecular weight which contain a long aliphatic 
side chain in the a-position. This is a completely new aspect in the chcmistry of the natural fatty acids. 

* Travail de A. TRILLAT et S. BARB~ZA~. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

1. Die Mykolsgure, welche 8.3% des Trockengewichtes der menschlichen Tuberkelbazillen 
vom virulenten Stamm Test ausmacht, kann chromatographisch in zwei, wahrscheinlich isomere 
Sguren (a und if) gespalten werden. 

2. Die Ergebnisse der Elementararmayse dieser beiden Mykols~luren sowie einiger ihrer Derivate 
bestgtigen die yon R. J. ANDERSON im Jahre 1938 vorgeschlagene Bruttoformel CssH17604. Im Hin- 
blick auf die analytischen Schwierigkeiten, die mit  der Untersuchung hochmolekularer Stoffe ver- 
bunden sind, soil diese Formel nur als die wahrscheinlichste angesehen werden. 

3-Spezifische Reaktionen beweisen, dass sich die Hydroxylgruppe der Mykols~uren in ~- 
Stellung zur Carboxylgruppe befindet. 

4. Die Mykolsi~uren der beiden untersuchten virulenten Stgmme haben in a-Stellung eine nor- 
male Seitenkette yon 24 C-Atomen. So erklgrt sich die yon R. J. ANDERSON entdeckte Pyrolyse- 
Reaktion der Mykolsgure, die zur n-Hexakosansgure fiihrt. Dies ist eine charakteristische Reaktion 
der in a verzweigten/~-Hydroxysguren. 

5. Wir definieren die Mykolsguren, yon denen mindestens eine in allen bisher untersuchten 
Stgmmen yon Mykobakterien vorkommt, als hochmolekulare ~-Hydroxysguren, die eine lange ali- 
phatische Seitenkette in a-Stellung enthalten. Dies ist ein ganz neuer Aspekt der Chemie der natiir- 
lichen Fettsguren. 
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