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I S O L E M E N T  D E  N O U V E A U X  A C I D E S  M Y C O L I Q U E S  DES  

SOUCHES H U M A I N E S  TEST,  R~ ET L-25 D E  

M Y C O B A C T E R I U M  T U B E R C U L O S I S  

PRI~SENCE D'UN ACIDE MYCOLONIQUE DANS UNE SOUCHE HUMAINE* 

par 

J. ASSELINEAU 

Institut de Biologie physico-chimique, Paris (France) 

Au cours d'6tudes ant6rieures, nous avons isol6 des souches humaines virulentes 
Test et Aeschbacher de M. tuberculosis s deux acides mycoliques CssHaTeO 4, appel6s a et fl, 
et montr6 qu'ils poss~dent la structure I c, caract6ris6e par la lib6ration par pyrolyse 
d'acide n-hexacosanoique. Des acides a e t  fl mycoliques pr6sentant le m~me type de 
structure, ont 6t6 iso16s des deux variants Ra et Rv de la souche humaine H-37 (Ib, Ic) 6. 

Etendant  notre 6tude des acides mycoliques aux souches humaines peu virulentes 
R I e t  L-25, nous avons observ6 la pr6sence d'une nouvelle classe d'acides mycoliques, 
qui r6pondent k la formule approximative CsFH17~Os**. En plus du carboxyle, ces acides 
ne renferment dans leur mol6cule qu'un hydroxyle, situ6 en fl par rapport au carboxyle 
comme le montre le comportement k la pyrolyse. Nous avons 6galement isol6 un acide 
de ce type de la souche humaine Test, ainsi qu 'un acide m6thoxyl6 CssHl,eO 3. D'autre 
part, DEMAgTEAU Er LEDEgER n ont isol6 de souches bovines, un nouveau type d'acide 
mycolique, caract6ris6 par la presence, dans le radical R (II), d'un groupement c6tonique. 
Cet acide c6tonique, Cs7H~7204, a 6t6 appeM acide mycolonique. GINSBURG ET LEDERER ls 
ont observ6 la pr6sence d'un acide mycolonique dans les lipJdes du B.C.G. Pour la 
premiere lois, nous avons isol6 un acide de ce type k partir d 'une souche humaine: la 
souche R 1. 

{ . C60H120 H c. X = OCH 3 C59Hll 9 

( 
| 

C2aH~9 C~4H49 

Cs0 H 121 - C H  = C--COOH 
I 
C24Ha9 

III 

I9 ° communication sur les Constituants du Bacille tuberculeux; 18 ° comm., voir (IO); ce 
travail a fait l'objet d'une communication au IIe Congr~s International de Biochimie (Paris, juillet 
1952). 

** Rappelons que par convention, nous adoptons une formule en Css pour les acides m~thoxyl6s, 
et en Cs~ pour les acides non-m6thoxyl6s (voir 14). 
Bibliograpkie p. 461. 
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I. Acides mycoliques de la souche R 1 

L'acide mycolique brut est pr6par6 de la mani~re habituelle, par saponification des 
cires extraites par le chloroformO 6. Par chromatographie sur alumine de cet acide, nous 
avons isol6 un acide a et un acide/3 (par ordre d'6,1ution). La chromatographie des esters 
m6thyliques a permis de s6parer l'acide a en deux acides distincts : a~ et ~2, respective- 
ment mono- et di-hydroxyl6s. Trois acides mycoliques diff6rents existent donc dans los 
lipides de la souehe RI :  

a. Acide a 1 mycolique: CsvHx7403, F 57-59 ° 

Cet acide pr6sente une structure du type Ia, comme le montre l 'obtention d'acide 
n-hexacosanoique par pyrolyse: il poss~de donc son hydroxyle en ~ .  Etant  donn6 que 
la plupart des acides mycoliques poss~dent un deuxi~me hydroxyle (m6thyl6 ou non), 
on aurait pu s 'attendre k trouver une double liaison k la place de l 'hydroxyle absent. 
Or, l'ozonisation montre que cet acide est satur& 

b. Acide ~2 mycolique: Cs7Hx74Oa, F 56-580 

Cet acide est le constituant principal de l'acide mycolique brut (Tableau I). L'6tude 
chimique de sa constitution montre qu'il s'agit d 'un acide dihydroxyl6, pr6sentant la 
structure Ib; les d6tails de cette 6tude seront expos6s ailleurs 5. 

T A B L E A U  I 

ACIDES MYCOLIQUES ISOLI~S DES SOUCHES HUMAINES 1:{ 1 ET L - 2  5 DE M .  tubercu los i s  

Souche R1 L-z5 

A cides mycoliquzs a x at # a /~ 

% d e  l ' a c i d e  
m y c o l i q u e  b r u t  2 0  6 0  20  33 45 

P o i n t  d e  f u s i o n  5 7 - 5 9  ° 5 6 - 5 8 0  6 8 - 7 3  ° 5 1 - 5 3  ° 5 3 - 5 5  ° 
P.M. (titrage) 126o-128o 13oo-131o 126o-13oo 13oo-132o 129o-131° 
Pyrolyse: 

acide present 
darts le distillat 22 % 25% 27 % 18% 25 % 

acide n-hexacosanoique 

Formule probable Cs~Hx740 s Cs.t H17404 CsTHxT~Ol Cs~H174Oa Cs~H174Oa 
+ 

CssH17eOz 
Groupes fonctionnels --OH --OH --OH >C =O --OH --OH --OH 

+ 
--OCH~ 

Ester m6thylique 
F 4 5 - 4 9  ° 4 5 - 4 9  ° 5 o - 5 5  ° 4 0 - 4 2 0  4 2 - 4 4  ° 

P r o d u i t  d e  a c i d e  a c i d e  a c i d e  
deshydration - -  bis-anhydro mono-anhydro --- mono-anhydro 

F 42-43 ° 50-520 39-41° 

c. Acide/3 mycolique: Cs~H17~Oi, F 68-73 ° 

Cet ac'de se coupe par pyrolyse, avec l 'b6rat 'on d 'ac 'de n-hexacosanoiqne, ce qu" 
permet de lu: attr~buer 6galement un hydroxyle en t3 par rapport au carboxyle, et une 

B i b l i o g r a p h i e  p .  4 6 L  
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ramification de 24 atomes de carbones en a s. Sous l'action de l 'anhydride ac6tique 
bouillant en pr6sence de KHSO,,  dans des conditions bnergiques, il fournit seulement 
un d6riv6 mono-anhydro, F 50-520 C87H1~oO 3, off la double liaison est conjugu6e avec 
le carboxyle (spectre U.V.: Amx 219 mt~, e -- I2,6oo). Ce r6sultat s'explique par la 
nature probablement c6tonique du quatribme atome d'oxygbne: en effet, ~ partir  de 
l'acide libre, nous avons pu pr6parer une oxime, F 54-57 °, Cs~H~OtN.  L'acide 
mycolique R,  est donc un acide mycolonique (II), du genre de ceux r6cemment isol6s 
de souches bovines 11, ~s. 

2. Acides mycoliques de la souche L-25 

A partir des cires extraites par le chloroforme de baciUes de souche L-25 (6.2% du 
poids sec des bacilles), nous avons isol6 suivant la technique habituellO, la fraction 
des cites D (qui constitue 4.5 % du poids sec des bacilles). Par saponification, les cites D 
out fourni 51 To de polysaccharide, 11.5 To d'acides gras et 40% d'acide mycolique brut.  

La chromatographie sur alumine de l'acide mycolique brut a permis de s6parer 
un acide a mycolique, F 51-53 °, peu adsorb6, qui est encore un m61ange d'acide m6tho- 
xyl6 et non-m6thoxyl6 Cs,H1,40 3 et CssHl,eOs, et un acide fl mycolique, F 53-55 °, 
C8,H1740 3 (Tableau I). Ces deux acides r6pondent h la formule Ia, comme le montre 
l 'obtention d'acide n-hexacosanoique par pyrolyse. Les alcools correspondants ont ~t6 
pr6par6s par action de LiA1H 4. Un acide anhydro-mycolique (III), F 39-41 °, CsvHlvzO,~, 
a 6t6 pr6par6 ~ partir  de l'acide ft. 

La souche L-25 est la premi6re souche humaine 6tudi6e jusqu'~ maintenant, qui 
ne renferme pratiquement que des acides mycoliques en 03. En particulier, elle est 
d6pourvue d'un acide mycolique fortement adsorb6 sur alumine, peu soluble darts l '6ther 
et k point de fusion 61ev6 (environ 7o°), qui a 6t~ observ6 darts toutes ]es autres souches 
humaines 6tudi6es (constituant en g6n6ral l'acide fl). 

3. Acides mycoliques de la souche Test 

Nous avons d6crit ant6rieurement en d6tail* risolement d'acides a et 13 mycoliques, 
correspondant k la formule Ic. La constitution chimique de l'acide a fait d'ailleurs l 'objet 
d 'un {ravail r6centL 

A partir  de l'acide mycolique brut de cette souche, nous avons isol6 deux autres 
acides, ~ et 3, (qui ne correspondent qu'~ environ 3 a 5 % de l'acide brut), en met tant  

profit, soit leur plus forte adsorption sur alumine, soit la plus grande r6sistance de 
leurs esters m6thyliques ~ la saponification. Darts les deux cas, c'est le m61ange des 
acides y e t  3, non-m6thoxyl6 et m6thoxyl6, qui est obtenu. Par chromatographie des 
esters m6thyliques, nous avons pu s6parer l'acide y mycolique, F 56-57 °, C8,H1~40 3 et 
l'acide 3 mycolique, F 59-60 °, CssHl,eO 8 (Tableau II). L'acide 3 mycolique est le premier 
acide mycolique isol6, portant  seulement un m6thoxyle; cet acide ne se coupe pas de 
la mani~re habituelle par pyrolyse. E tan t  donn6 que le blocage de l 'hydroxyle en 3 des 
acides mycoliques sufflt ~t faire disparaltre cette propri6t~, il n'est pas exclu que le 
m6thoxyle occupe cette position. Le manque de substance nous a emp~ch6 de soumettre 
cet acide k un traitement par l 'anhydride ac6tique en pr6sence de KHSO4, qui fournirait 
ma acide al3 insatur6, si le m6thoxyle 6tait en 3. 

Bibliographie p. 46L 
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T A B L E A U  I I  

A C I D E S  M Y C O L I Q U E S  I S O L # : S  D E  L A  S O U C H E  H U M A I N E  T ~ s [  I ) E  ~'~]. tuberc?dos i s  

A tides mycoliques 

% de l 'acide mycolique b ru t  7 ° 
Point  de fushion 55-56'~ 
P.M. (titrage) 128o-I29o 
Acide de pyrolyse  28% 

a* fl* ~, 6 

Formule  probable  C88H17sO 4 
Groupes  fonctionnels - - O H - - O C H  3 
Es te r  m6thyl ique  F 43-46° 

15 ~.5 1.5 
71 73 ° 56-57 ° 59-60:' 

129o-13oo i24o- t26o  125o-126o 
26% 27°~, traces 

Acide n-hexacosano/que 

C88H17~O4 C87H17408 C88H17603 
- - -0H  - - 0 C H  3 - - O H  -0CH:~ 

52-55 ° 42-43 ° 39-42~ 

* Ces acides ont  d6jA 6t~ d6crits ant6r ieurement  s. 

4. Relations des divers acides mycoliques de souches humaines entre eux 

I1 est 6videmment assez important  de rechercher si deux acides mycoliques, de 
souches diff6rentes, pr6sentant le m~me point de fusion et la m6me formule brute, sont 
identiques ou non. Ce probl~me est tr6s difficile k r6soudre, en raison de l 'absence 
d 'abaissement de point de fusion de m61ange dans cette s6rie; la spectrographie infra- 
rouge elle-m6me n 'appor te  prat iquement  aucune aide, puisque les acides ~ et fl mycoli- 
ques Test, de constitution diff6rente 7, fournissent des spectres d 'absorption I.R. presqu' 
identiques. Ce n 'est  que par  comparaison d 'un certain nombre de d6riv6s, que l 'or  peut 
rendre probable l ' identit6 de deux acides mycoliques. 

L'acide a 1 mycolique R x (CsTH17403) est 61u6 d 'une colonne d'alumine (act. u) en 
m6me temps que l 'acide a S, et avant  l 'acide ft. Au contraire, l 'acide V mycolique Test, 
de m~me formule brute, est fortement adsorb6 sur alumine, et n 'es t  61u6 qu 'apr~s l'acide 
fl mycolique Test, par de l '6ther ronfermant des pourcentages 61ev6s d'acide ac6tique. 
Ce fait permet  de conclure k la nonddentit6 probable des acides al  mycotique R 1 et 7 
mycolique Test : le manque de substance nous a emp~ch6 de chromatographier le m61ange 
de ces deux acides, op6ration qui est n6cessaire pour ~tre stir de leur non-identit6. 

Le comportement  sur alumine ne permet  pas de diff6rencier les acides a~ mycolique 
R 1 et fl mycolique L-25, et trop peu de d6riv6s de ces acides ont 6t6 pr6par6s pour 
pouvoir les comparer. 

L'acide a~ mycolique R 1 est diff6rent de l 'acide dihydroxyl6 qui est pr6sent dans 
l 'acide a mycolique Br~vannes 2. En effet, ~ part ir  de l 'acide a S mycolique R~ nous avons 
obtenu une dic6tone F 72-74 °, dont l 'oxime fond k 54-57 °5, tandis que AEBI ET 
LEDERER 1 ont pr6par6, X part ir  de l 'acide a mycolique Br~vannes une dic6tone F 81-83 °, 
dont l 'oxime fond k 44-46°. 

L'acide fi mycolique R 1 est le premier acide mycolonique isol6 d'une souche humaine 
de M. tuberculosis. Les acides mycoliques des souches humaines ant6rieurement 6tudi6es 
Aescl, bacher, Test s, H-37 Ra et Rv  e, L-25, ne semble pas en renfermer, tout  au moins 
en quantit6 importante.  L'isolement d 'un acide mycolonique d'une souche humaine, 
exclut la possibilit6 de diff6rencier par la pr6sence de ce constituant, les souches humaines 
ou bovines de Bacille tuberculeux. L'acide fl mycolique R 1 semble se rapprocher de 
l 'acide ~, mycolique isol6 du B.C.G. par GINSBURG ET LEDERER13: 

ac.libre ester Me mono-anhydro  oxime 

ac./~ mycolique R 1 F 68-73 50-55 ° 50-52o 54-57 ° 
ac. )p mycolique B.C.G. 70-720 54-56o 42-45 ° 52-54 ° 

Bibliographie p. 46L 
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L'identit6 de ces deux acides est donc assez probable, les points de fusion de ces sub- 
stances micro-cristallines n'6tant pas toujours tr~s pr6cis. 

Les acides 7 mycolique Test et fl mycolique R 1, qui renferment dans leur mol6cule, 
soit un seul hydroxyle, soit un hydroxyle et une fonction faiblement polaire (C = 0), 
sont cependant plus fortement adsorb6s sur alumine que des acides dihydroxyl6s, tels 
que l'acide a2 mycolique R1. Ces acides doivent donc poss6der dans leur mol6cule une 
particularit6, peut-6tre simplement d'ordre st6r6ochimique, qui les rend plus fortement 
adsorbables. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Isolement des acides mycoliques R x 
3 ° g de cires ex t r a i t e s  p a r  le chloroforme (p rovenan t  de l ' ex t r ac t i on  de baciUes de souche  Rx* 

cul t iv6s p e n d a n t  4 s ema ines  su r  mil ieu de Sauton)  son t  d issoutes  d a n s  300 ml  de benz~ne,  addi t ionn~es  
d ' u n e  solut ion de io g de po tasse  dans  3o0 ml  de mdthanol ,  et  chauff6es I6  heures  ~ reflux. Pa r  t ra i t e -  
m e n t  du p rodu i t  de la saponif ica t ion  de la mani~re  habi tueUe,  20.5 g d 'd th6rosoluble  son t  isol6s, d 'ofl  
l ' ac ide myco l ique  b r u t  es t  s6par6 pa r  pr6cip i ta t ion  de la solut ion 6th6r6e p a r  2 v o l u m e s  de m6thanol .  
Cet te  op6ra t ion  es t  r ecommenc6e  une  deux i~me  lois, ce qui  fourn i t  u n  pr6cipitd b lanc  (9.5 g) d ' ac ide  
myco l ique  b ru t .  E n  solution,  r e s t en t  une  f rac t ion  n e u t r e  a m o r p h e  (35 o mg) et  env i ron  9 g d 'ac ides  
g ras  inf6rieurs.  P a r  cr is ta l l isat ion de ces dern iers  dans  le benz~ne et  le m6thano l ,  p r e squ '  I g d ' u n  
acide a pu  8tre  isoM, don t  le po in t  de fus ion (85-87 °) et  la  t i t r a t i on  (P.M. 376) m o n t r e n t  qu ' i l  doit  
s ' ag i r  d'acide n-hexacosanoi'que (F 88 °, P.M. 382); es ter  m6thy l ique ,  F 61 ° : 

t rouv6  C 78 .89% H 13.oo% 
78.61 13.3o 

C,~H~,O~ calc. C 78.96 H 13.25 
9.1 g d ' ac ide  myco l ique  b r u t  son t  ch roma tog raph i6s  su r  i6o  g d ' a l u m i n e  (act. I I ) :  

I :  a 6oo ml  6 ther .de  p6t role-benz~ne 5 ° % 438 mg~ f rac t ions  n e u t r e s  
b 6o0 ml  benz~ne 158 / F 7o-72°  
c 600 ml  6 ther  2 i 
d 600 ml  6 the r  i 
e 600 ml  $ ther -ac ide  ac6 t ique  o . i 5 %  o 
f 60o ml  6 ther -ac ide  ac6 t ique  o .15% 385 F 53-56°*~ 
g 600 ml  ~ther-ac ide  acd t ique  0 .20% 5958 57-59  ° 
h 60o ml  6 ther -ac ide  ac6 t ique  o.3o % 842 6o-72°  
i 600 ml  6 ther -ac ide  ac6 t ique  o.3o % 53 ° 65-720 
j 600 ml  ~ ther -ac ide  ac6 t ique  0.50 % 322 68-73  ° 
k 600 ml  6 ther -ac ide  ac6 t ique  2.0 % 5 

To ta l  866o m g  (95%) 

L 'd lua t  g es t  m6 thy l6  pa r  le d i azomdt hane ;  i .  5 g d ' e s t e r  m 6 t h y l i q u e  b r u t  ob tenu ,  es t  ch roma to -  
graphi6  su r  22 g d ' a l u m i n e  (pr6par6e selon DUPONT, DULOU ET VILKASl~; act .  I - I I )  : 

II  : a 20o ml  6 ther  de p6trole  o m g  
b I5O ml  6 ther  de p6t ro le-benz~ne 5% o 
c I5o ml  6 the r  de p~tro le-benz~ne lO% 2 
d ioo  ml  ~tk~r de p6t ro le-benz~ne 2o% 27 
e ioo  ml  d the r  de p6t role-benz~ne 2 0 %  8 
f 15o ml  6 the r  de p6t ro le-benz~ne 2 0 %  I 
g 15o ml  6 ther  de p6t ro le-benz~ne  3 o %  7 ° F 45-47  ° 
h 15o ml  6 the r  de p6t ro le-benz~ne 50% 2o9 45-49  ° 
i 15o ml  6 the r  de p6t ro le-benz~ne 5o% 98 45-460 
j 15o ml  benz~ne  205 45-47  ° 
k 15o ml  benz~ne-6 ther  5 % 46I 45-49  ° 
1 15o ml  benzbne-6 the r  lO% 188 44-5  o° 
m 200 ml  6 ther  128 44-66  ° 

To ta l  1397 m g  (93 %), 

* pou r  l 'h is to i re  de la souche  R 1, voir  15. 
* *  Les  po in t s  de fus ion  indiqu6s  ~ c h a q u e  ch roma tog raph i e ,  on t  6t6 pr is  su r  les subs t ances  

ob tenues  aprbs  d issolu t ion  de c h a q u e  f rac t ion  d a n s  l ' 6 the r  e t  p r6c ip i ta t ion  pa r  2 v o l u m e s  de m6thanol ,  
~. l ' a ide  de l ' appare i l  de KOFL~R. 

Bibtiographie p. 461. 
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A cide a I mycolique 
L'~luat h de la chromatographie II fournit A l 'analyse: 

trouv6 C 82.33 % FI 13.53 % OCH3 2.56 % 
C8sH1~603 calc. 82.34 13.9o 2.43 

Par saponification, il fournit l'acide a 1 mycolique, F 57-59 ° : 

trouv6 C 82.22% H 13.59 % P.M. (titrage) 126o 
CsTH17403 calc. 82.39 13.83 1268 

Dosage de C-CH3:trouv6 3.92 %; calc. pour I CH3: 1.18. Cet acide doit donc poss~der 4 CHs, c'est 
dire qu'il doit avoir 3 ramifications. 

75 mg d'acide a 1 mycolique, en solution dans 5 ml de t6trachlorure de carbone, ont 6t6 soumis 
pendant 5 heures, ~ Faction d'un courant d'oxyg~ne ozonis6, en refroidissant vers - -  io°; L'acide 
a 1 mycolique a 6t6 r6cup6r6 inchang6 (F 58-59°). 

La technique de la r6action de pyrolyse des acides mycoliques a d6jA 6t6 d6crite en d6tail3, 8. 

A tide a 2 mycolique 
L'61uat k de la chromatographie II, fournit un ester m6thylique F 45-49°: 

trouv6 C 81.75 % H 13.73 % OCH 8 2.56 et 2.52 % 
CssHl~eO 4 calc. 81.41 13.66 2.44 

Par saponification, l'acide a S mycolique, F 56-58°, est obtenu: 

trouv6 C 81.72 % H I3.43 % OCH 3 o P.M. (titrage) 131o 
CsTHI~40 a calc. 81.36 13.66 o 1284 

Dosage de C-CH a : trouv6 3.9o% ; calcul6 pour i CH 8 : i . i5  %. 

d cide fl mycolique 
L'61uat j de la chromatographie I, fournit l'acide fl mycolique: 

trouv6 C 81.47 % H 13.46 % OCH 3 o P.M. (titrage) i265 
81.37 13.74 

C87H1~204 calc. C 81.48 H 13.52 1282 

L'ester fl mycolique, obtenu par m6thylation par le diazom4thane, est purifi6 par chromatographie; 
l'61uat au t6trachlorure de carbone est constitu6 par un solide blanc, F 50-55°: 

trouv6 C 81.21% H 13.38 % OCH s 2.16% 
C88H17404 calc. 81.53 13.53 2.39 

Deshydration: i6o mg d'acide fl mycolique sont chauff6s ~ reflux dans io ml d 'anhydride 
ac6tique, avec 3oo mg de KHSO 4 fraichement fondu, en agitant, pendant  4 heures. Le produit 
de la r6action, isoM de la mani~re habitueUe, est saponifi6 pendant  4 heures, par chauffage avec 
5 ml de benz~ne et 5 ml de potasse m6thanolique ~ 5 %- Le produit obtenu est chromatographi6 
sur alumine: l'61uat A l'~ther (42%) est constitu6 par un solide blanc, F 5o-52°, correspondant 

un acide mono-anhydro-2,3 mycolique; spectre U.V.: ~.max 219 m/a, ~ ~ 12,6oo (hexane); 

Trouv6 C 82.69% H 13.48 % P.M. (titrage) 125o 
C8~H17003 calc. 82.64 13.55 1264 

Oximation. 23o mg d'acide fl mycolique, dissous dans 6 ml de benz~ne, sont chauff6s A reflux 
avec 15 ° mg de chlorhydrate d'hydroxylamine et 225 mg d'ac~tate de sodium dans 3 ° ml d'alcool 

8o ° pendant  4 ° heures. Le produit de la r6action est chromatographi6 sur 8 g d'alumine (act. II) : 
par ~lution ~, l'6ther, on obtient 34 o/0 d 'un solide blanc, F 54-57 °, 

trouv~ C 8o.3o % H 13.22% N 1.o3% P.M. (titrage) 1196 
CsTHx~304 calc. 8o.54 13.44 1.o8 1297 

Par 61ution ~, l'6ther-acide ac6tique o.5 %, 55 % d'un solide blanc, F 55-57% sont obtenus: 

trouv6 C 8o.56 % H 13.49% ~ 1.o3% P.M. (titrage) 1245. 

Ces deux fractions, probablement identiques, sont constitu6es par la mono-oxime attendue. 

Isolement des acides mycoliques L-25 
2,247 g de cires extraites par le chloroforme (provenant de l 'extraction de bacillcs de souche 

L-25 * cultiv6s pendant  6 semaines sur milieu de Sauton) ont 6t6 fractionn6es de la mani~re habituelle s 

• La souche L-25 a ~t6 isol~e en 194 o par le Dr CANETTI d'une 16sion lupique. 
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en:  cites B (244 mg,  lO.8% des  cires brutes) ,  cites C (327 mg,  14 .5% des ci tes brutes)  et  cites D 
(1.65o g, 73.4 %)- Les  cires D son t  cons t i tu6es  p a r  une  f ract ion l ipo-polysacchar id ique ,  F 175-18o °, 
qui  r en f e rme  I.O % d ' a zo t e  et  o.35 % de phosphore .  P a r  c h r o m a t o g r a p h i e  sur  pap ie r  d ' u n  h y d r o l y s a t  
acide,  t rois  acides  amin6s  on t  ~t6 mis  en  6vidence:  a lanine,  acide g lu t amique ,  e t  acide a -e -d iamino-  
pim61ique (voir 14). 

i , i 3 o  m g  de cires D o n t  6t6 saponifi6es p e n d a n t  72 heures ,  p a r  chauf fage  ~ ref lux avec  5 ° ml  
de benz6ne  e t  5 ° ml  de po ta s se  m 6 t h a n o l i q u e  ~ 5 %. 576 m g  d ' u n  po lysacchar ide  insoluble son t  
s6par6s pa r  f i l t rat ion,  et  597 m g  d '6 th6rosoluble  son t  ob tenus .  P a r  pr6cipi ta t ion  de la solut ion ~th6r6e 
de ce dern ier  p a r  2 v o l u m e s  de m6thano l ,  453 m g  (soit 4 o %  des  cires D) d ' ac ide  mycol ique  b r u t  
son t  isol6s. 

435 nag de cet  ac ide  on t  6t6 ch roma t og raph i 6 s  su r  IO g d ' a l u m i n e  (act. II) : 

a 5 ° ml  benz~ne 5 m g  
b 5 ° ml  benz~ne-~ ther  lO% 2 
c 5 ° ml  6 the r  44 
d 50 ml  6 the r  39 
e 5 ° ml  6 the r  25 
f 5 ° m l  6 ther  20 
g 5 ° ml  ~ ther  17 
h 50 ml  ~ther-ac ide  ac6t ique  o . i  % 5 ° 
i 50 ml  6 ther-ac ide  ac~t ique  o . i  % 152 
j 5 ° ml  6 ther -ac ide  ac6 t ique  o.I  % 31 
k 5 ° ml  6 ther -ac ide  ac6 t ique  o . i  % 22 
1 5 ° ml  6 ther -ac ide  ac6t ique  o. 5 ~/o 16 

To ta l  423 m g  (97 %) 

Acide a mycolique 

Les  61uats c, d e t  e son t  r6unis ;  apr~s  p r6c ip i ta t ion  de leur  solut ion 6th6r6e pa r  2 v o l u m e s  de 
m~thano l ,  ils fou rn i s sen t  une  poudre  b lanche ,  micro-cr is ta l l ine,  F 51-53° :  

t rouv6  C 82.12 % H 13.68 % OC H 3 1 .21% P.M. (ti trage) 1299 et  1322 
CosHx7603 calc. 82.42 13.82 2.43 1282 

L ' e s t e r  m ~ t h y l i q u e  a 6t6 pr6par6  p a r  ac t ion  d ' u n e  solut ion 6th~r6e de d i a z o m 6 t h a n e :  solide blanc,  
neut re ,  F 42-46° ,  

t rouv6  C 82.49 % H i3 .74 % 
C89H1~803 calc. 82.46 i3 .84 

3o m g  de cet  acide, en  solut ion d a n s  io  ml  d '6 ther ,  on t  6t~ r6dui t s  en  alcool mycolique, pa r  ac t ion  
d ' u n  exc~s d ' u n e  solut ion ~th6r6e de LiA1H4; l 'alcool, purifi6 p a r  p rec ip i ta t ion  de sa  solut ion ~th6r~e 
p a r  le m6 thano l ,  se p r6sen te  sous  fo rme  d ' u n e  poudre  b lanche ,  neu t re ,  F 48-5  o°, 

t rouv6  C 8 3 . i i  % H I4.o8 % 
C~H17sO ~ calc. 83.33 14.2o 

Aeide ~ mycolique 

Les  61uats h, i e t  j r~unis,  fournissent ,  apr~s pr6c ip i ta t ion  de leur  so lu t ion  6th6r6e p a r  le m6thano l ,  
une  poud re  b lanche ,  F 53-55  °, 

t r ouv6  C 82.42 ~o H 13.84 % O C H ,  o P.M. (t i trage) 1286 e t  13o8 
CsTHIvtO a calc. 82.39 13.8 3 1268 

L ' e s t e r  m6thy l ique ,  pr6par6 p a r  ac t ion  d ' u n e  solut ion 6th~r6e de d iazom6thane ,  consis te  en  une  
poud re  b lanche ,  F 42-44  °, 

t rouv~  C 82.35 % H 13.47 % O C H  s 2.56 % 
82.12 13.59 

C~H17608 calc. 82.34 13.9o 2.43 

L 'a lcool  myco l ique  a ~t6 pr6par~ h pa r t i r  de 2o m g  d ' ac ide  8, c o m m e  dans  le cas  de l 'acide a ;  solide 
blanc,  neu t re ,  F 45-48° ,  

t rouv6  C 83.22 ~/o H i 4 . i 4 ~  o 
Cs~Ht~eO 2 calc. 83.3o 14.22 

L ' ac ide  a n h y d r o - m y c o l i q u e  a 6t6 ob t enu  p a r  chauf fage  ~ ref lux de lO 5 m g  d 'ac ide ,  avec  io  m l  
d ' a n h y d r i d e  ac6tique,  ell pr6sence de 5oo m g  de K H S O  4 fondu  et  pulv~ris6.  Le p r o d u i t  de la r6act ion ,  
isol~ de  la mani~re  habi tueUe,  a 6t6 ch roma t og raph i 6  sur  2 g d ' a l u m i n e  (act.  II) .  L '61uat  ~th~r~ 
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fournit un solide 16g~rement jaune, (41%), F 39-41 : ; spectre U.V. : 2max 220 rap, e -- 13,55o (hexane) ; 

trouv~ C 83.30o/0 H 13.77 % P.M. (titrage) 123 o 
CsTHI~O 2 calc. 83.57 13.86 1249 

Isolement des acides 7 et 6 mycoliques Test 

L'obtention de l'acide mycolique brut, et des acides a e t  fl, ~ partir des cires extraites par le 
chloroforme, de baciUes de souche Test, a d6jA 6t6 d6crite en d6tailS, 8. 

Les derni~res fractions de chromatographie sur alumine de l'acide mycolique brut (61u~es par 
de l '&her renfermant environ 1% d'acide ac6tique) consistent en un solide fondant vers 56-58:, 
qui fournit ~. l 'analyse: 

trouv6 C 82.79 % H 13.74 % OCH 3 1.6% 
Cs7Hl~403 calc. 82.39 13.83 

La teneur en m6thoxyle montrant  qu'il s 'agit d'un m61ange, cet acide a dr6 est6rifi~ par le diazo- 
m&hane, et Fester m6thylique obtenu (418 mg) a ~t6 chromatographi6 sur 13 g d'alumine (act. I) : 

A cide 7 mycolique 

a 50 ml 6ther de pa ro le  omg 
b 5 ° ml 6ther de p&role-benz~ne lO% o 
c 5o ml 6ther de p&role-benz~ne 2o% o 
d 5 ° ml &her de p&role-benz~ne 3 o% I 
e ioo ml &her de p6trole-benzbne 50 % lO 5 F 39-42° 
f ioo ml benz~ne 54 38-45 ° 
g ioo ml benz~ne-&her 2 % 152 42-43 ° 
h 5o ml benz~ne-6ther 5 % 85 38-43 ° 
i 5 ° ml 6ther 3 

Total 399 mg (95 %) 

L'~luat g est constitu6 par un ester m&hylique F 42-43% 
trouv6 C 82.12 % H 13.89 % OCH 3 2.40 % 

CssHa~eO 3 calc. 82.42 i3.82 2.43 

Par saponification par la potasse m&hanolique pendant  16 heures, l'acide correspondant est obtenu 
sous forme d'une poudre blanche, F 56-57 °, 

trouv6 C 82.62 % H 13.89 % OCH 3 o P.M. (titrage) 1243 et 1256 
Cs~HI740 a calc. 82.39 13.83 o 1268 

Acide 6 mycolique 
L'61uat e fournit un ester m6thylique F 39-42°, 

trouv6 C 82.o 4 % H 13.71% OCHa 4.50% 
CssHI~sOs calc. 82.46 13.84 4.78 

Par saponification (dans les m6mes conditions que pour Fester T mycolique), l'acide ~ mycolique 
est obtenu sous forme d 'un solide blanc, F 59-60 °, 

trouv6 C 82.3o % H 13.67% OCH s 2.83% P.M. (titrage) 1248 et 1261 
CasHxT,O s calc. 82.42 13.82 2.43 1282. 
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RI~SUMI~ 

Des acides  mycol iques ,  p o s s 6 d a n t  s e u l e m e n t  trois  a t o m e s  d ' oxyg~ne  d a n s  leur  mol6cule,  on t  
616 mis  en  6vidence d a n s  les souches  h u m a i n e s  Test, L-25 e t  R 1 de M. tuberculosis. Les  acides  
myco l ique  Test, ~ myco l ique  L-25 e t a  I myco l i que  R 1 o a t  la formule  a p p r o x i m a t i v e  Cs~H17403, 
e t  poss~dent  u n  h y d r o x y l e  en  fl et  une  c h a t n e  de 24 a t o m e s  de ca rbone  en  a du ca rboxy le  (Ia). 

L ' ac ide  fl myco l ique  Rt ,  CsTHxT~Oa, r en f e rme  u n  groupe  c6tonique,  et  s ' a p p a r e n t e  a u x  acides 
myco lon iques  isol6s de souches  bovineslX, 1~. C 'es t  le p r emie r  acide myco lon ique  observ6 dans  une  
souche  h u m a i n e .  

Les  acides a~ myco l ique  R 1 e t a  myco l ique  Brdvannes (Cs~Hl~4OI) son t  diff6rents  l ' un  de l ' au t re ,  
ainsi  que  p r o b a b l e m e n t ,  les acides  a x myco l ique  R x et  y myco l ique  Test (CsTHl~O3). 

SUMMARY 

Mycolic acids,  possess ing  on ly  3 o x y g e n  a t o m s  in the i r  molecules ,  h a v e  been  d e m o n s t r a t e d  in 
h u m a n  s t r a in s  Test, L-25 and  R t of M. tuberculosis. ~-mycol ic  Test,/5-mycolic L-25 a n d  ax-mycol ic  R 1 
acids  h a v e  t h e  a p p r o x i m a t e  fo rmula  Cs~Hx7403 and  possess  a h y d r o x y l  radical  in t he  ~ pos i t ion  
and  a cha in  of 24 ca rbon  a t o m s  in a pos i t ion  of t h e  ca rboxy l  (Ia). 

15-mycolic R 1 acid, CsTHt~204, possesses  a ke to  group and  is re la ted  to t h e  mycolonic  acids  
isolated f rom bovine  s t ra ins t l ,  18. I t  is t he  first  mycolonic  acid obse rved  in a h u m a n  s t ra in .  

a2-mycolic  R x a n d  a-mycol ic  Brdvannes ac ids  (CsTHx7404) are  different  f rom one ano the r ,  as 
well as, p robab ly ,  a l -myco l ic  R t and  },-mycolic T e s t  ac ids  (Cs~HI~403). 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Mykols i iuren ,  die n u r  drei A t o m e  Sauers tof f  im Molektil bes i tzen,  w u r d e n  in den  h u m a n e n  
S t i i m m e n  Test, L-25 u n d  R 1 yon  M. tuberculosis nachgewiesen .  Die Test-y-Mykols~ure, die L-25- 
fl-MykolsAure u n d  die Rl -a l -Mykols l iu re  h a b e n  die ungef i ihre  Fo rme l  CsTHx7408 u n d  bes i tzen  ein 
H y d r o x y l  in/~- u n d  eine K e t t e  m i t  24 K o h l e n s t o f f a t o m e n  in a -S te l lung  zur  C a r b o x y l - g r u p p e  (Ia). 

Die Rl-~-Mykols i iure ,  Cs7Hx7204, en th i i l t  eine K e t o g r u p p e  und  is t  m i t  den  aus  bov inen  S t ~ m m e n  
isol ier ten  MykolonsAuren  v e r w a n d t n ,  13. E s  ist  dies die ers te  MykolonsAure,  die in h u m a n e n  S tAmmen  
b e o b a c h t e t  wurde .  

Die Rx-a3-Mykols~ure  u n d  die Brdvannes-a-Mykols~ure (Cs~HI~404) s ind von  e inander  ver-  
schieden,  sowie wahr sche in l i ch  auch  die Rx-al-Mykols~iure u n d  die Test-y-Mykols~ure (C87Hx~403). 
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