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SUR L'ISOLEMENT ET LA CONSTITUTION CHIMIQUE 

DES ACIDES MYCOLIQUES DE MYCOBACTERIUM PHLEI ET DE 

M Y C O B A C T E R I U M  S M E G M A  TIS* 

par 

M. BARBIER ET E. LEDERER 

Institut de Biologie Physico-Chirnique, Paris (France) 

PECK ET ANDERSON 2 ont  en 1931 isol6 de Mycobacterium phlei un acide mycolique 
pour  lequel ils ont  propos6 la formule CvoH1380 ~. Ils ont montr6 que cet acide 6tait 
hydroxyl6 et dicarboxylique, et que la pyrolyse donnai t  un acide C2,H~sO 2 qu'ils 
pensaient ~tre ramifi6. De plus, ils ont  envisag6 l 'existence de deux isom6res. PECK ET 
ANDERSON ont  propos6 pour  ces deux substances les noms d'acides a- et fl-phlei- 
mycoliques. 

Les acides mycoliques de M. smegmatis ne semblent pas avoir  encore 6t6 6tudi6s. 
Dans  le pr6sent m6moire nous d6crivons deux acides phlei-mycoliques isol~s de 

M. phlGi et trois acides smegma-mycoliques isol6s de M. smegrnatis, et nous montrons  
qu'ils ont  tous la formule brute  Cs3HleeO 4 i 5CH2 et la s t ructure g6n6rale (I). Nous 
proposons pour  l 'acide a-smegma-mycolique la formule partielle I I .  

(I) R- -CHOH--CH--COOH (II) C~2Has--CHz--CHOH--(C34H~s)--CHOH--CH--COOH 
J I 
C22H45 C22H45 

R ~  CssHIle--OH 

Rappelons que des t r avaux  r6cents de notre laboratoire ont montr6 que les acides 
mycoliques de souches humaines et bovines de Mycobacterium tuberculosis ont environ 
88 atomes de carbone, et qu'ils ont  la s t ructure g6n6rale (III) : 

(iii) R- -CHOH--CH--COOH R~-~ C6oHx~o--OH 
r 

C~4Ha9 

R e s t  un reste aliphatique ramifi~ compor tan t  environ 60 a tomes de carbone et 
por tan t  le plus souvent  un OH ou un 0 C H  3 ou un CO 3,4,5,6. 

Isolement des acides phld-mycoliques 

Nous avons isol6 les acides mycoliques de ~V/. phlei k part ir  des cites C et D, ainsi 
qu 'k  part i r  des lipides li6s**. La  saponification des cires C donne environ 45 % d'acides 
mycoliques;  la saponification des cites D en fournit  plus de 50 %. Les lipides li6s donnent  
environ 3o% d'acides mycoliques. L 'acide mycol ique brut  se pr6sente sous forme d 'une  
poudre incolore, F. 55 °. 

* 27~me communication sur les constituants des Mycobact6ries; 266me communication, voirL 
* * Au sujet de la nomenclature des fractions lipidiques, voir p. ex.4. 

Bibliographie p. 258. 
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M. phlei contient environ 4.8% d'acides mycoliques (par rapport  au poids sec des 
bacilles). 

La  chromatographie  sur alumine du mycolate  de m6thyle brut  permet  de le 
s@arer  en deux fractions distinetes 
correspondant  aux acides a- et fi- 
phlei-mycoliques. L 'ester  a-phlei- 

1~-o ,aonne mycolique est 61u~ par  du benz6ne 
contenant  IO ou 2o% d'dther,  et 
l 'ester fi par  l '6ther. 

Ces deux esters fondent  '3 45 ° et 

¢ ~ + y + ~ X , . . . . t _ ~  leurs analyses dldmentaires eoneor- 
i dent  avec la formule C84Hle80 4 ± 

5CH 2. Les deux acides obtenus par  
saponification fondent  `3 55 ° et leurs 
analyses 616mentaires concordent  
avec la formule C8aH1660 4 :k 5CH~. 

I 2 3 ~ ~ 6 7 e a l~tant donn6 l 'identit~ des points 
Fractions 

de fusion des deux acides, de leurs 
Fig. i. Diagramme d'61ution d'un mdlange de too mg 
d'a-phlei-mycolate de m6thyle avec ioo mg de/~-phlei- esters, et de leur composition 616- 

mycolate de mdthyle, mentaire,  nous avons cherch6 h 
v6rifier si les acides a- et fi-phlei- 

mycoliques 6taient vra iment  diff6rents. Nous avons utilis6 trois colonnes de m~me 
dimension, contenant  les refines quanti t6s d 'une  m f m e  alumine et avons 61u6 dans 
chaque cas par  des volumes identiques du m~me solvant. Sur la premiere eolonne, nous 
avons chromatographi6 200 mg d 'un  m61ange de quanti t6s 6gales des esters a- et fl-phlei- 
mycoliques pr6c6demment isol6s; sur la seconde colonne nous avons chromatographid 
200 mg d'ester  a seul, et sur la 
troisi+me 200 mg d'ester  fl seul. Les 
Figs. I e t  2 mont ren t  que le m61ange 
des esters a et fl donne deux maxima 
d'61ution tandis que chaque ester 
seul ne donne qu 'un  seul max imum 
d'6lution et que l 'ester a est 61u6 
avant  Pester/3. 

La  spectrographie infrarouge 
a confirm6 que les acides a- et fl- 
phlei-mycoliques sont diff6rents. 
Les courbes d 'absorpt ion infrarouge 
des esters m6thyliques des deux 
acides montrent  en effet des diff6- 
rences tr~s nettes:  l 'ester a prbsente 
une bande `3 5.80/z avec une 6paule 
`3 5.70 /z, tandis que l 'ester fi pr6- 
sente deux bandes trOs nettes, l 'une 

mg 

100 

50 

3 ~me co/onne 
2~me cologne f l  

,+, 

, I 

I 2 3 4 5 6 7 8 9 
Froctioos 

Fig. 2. Diagralnme d'61ution de 2oo mg d'a-phlei- 
mycolate de m6thyle (2~me colonne) et de 2oo mg de 

/~-phlei-mycolate de m6thyle (3~me colonne). 

5.74/~, l ' autre  `3 5.82/*; de plus il y a des diff6rences assez prononc6es dans les 
bandes d 'absorpt ion des deux esters entre 7.50/~ et 8.25/, .  

Bibliographie p. 258. 
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Isolement des acides smegma-mycoliques 

Les acides smegma-mycol iques  ont  6t6 isol6s par  saponification des cires C et D 
de M. smegmatis, qui en con t iennent  45 a 500/o • Cette saponification effectu6e sur les 
cites D donne 35 % d ' u n  acide tr~s peu soluble dans l '6ther, qui se rassemble ~ l ' in ter-  
phase 6ther-eau. Par  chromatographie  sur a lumine  des esters m6thyl iques  de la fraction 
6th6rosoluble, nous avons pu isoler deux esters: l 'ester  a-smegma-mycolique qui s'61ue 
avec du benz~ne con tenan t  lO% d'6ther,  et l 'ester ~-smegma-mycolique,  qui s'6lue avec 
l '6ther*. La chromatographie  sur colonne de Fester de la fract ion insoluble ne donne 
qu 'une  seule fraction, 61u6e avec u n  m61ange de benz~ne con tenan t  50% d'6ther.  Nous 
avons appel6 cette substance:  acide 7-smegma-mycolique.  

Les acides mycoliques des lipides libres de M. smegmatis repr6sentent  3.7% du 
poids sec des bacilles. 

Sur la structure chimique des acides phlei- et smegma-mycoliques 

Les essais d6crits ci-dessous, effectu6s sur chacun des deux acides phlei-mycoliques, 
et des trois acides smegma-mycoliques,  ont  donn6 des rdsultats p ra t iquement  semblables:  

I. Formule brute. Les t i trages d'acidit6,  et les dosages de m6thoxyle effectu6s sur 

les esters m~thyliques,  sont  en accord avec un  poids mol6culaire d ' envi ron  1,2oo 4- 50; 
le poids mol6culaire th6orique pour  la formule Cs3H 16604** que nous proposons est de 1226. 

Les analyses 616mentaires des acides mycoliques et de leurs d6riv6s ind iquen t  la 
p%sence de 4 oxyg~nes pour  environ 83 carbones;  aucun  des 5 acides ne cont ient  de 
m6thoxyle.  

• 0 /  2. Rami~cations. La pyrolyse de ces acides donne environ 25/o d ' u n  acide cristallis6, 
F.8o °, qui est dans  chaque cas ident ique  it l'acide tdtracosano~que normal, C24H480 2 
(distance %ticulaire:  52.7 A) +' ++. Les r6sultats acquis en ce qui concerne la pyrolyse 
des acides mycoliques des souches humaines  et bovines  3-8 nous pe rmet ten t  d ' a t t r ibue r  
aux 5 acides mycoliques de M. phlei et de M. smegmatis, la s t ructure  (I) caract6ris6e 
par  une ramification C22H45 en a du carboxyle;  cette s t ructure  se t rouve confirm6e par  
d ' au t res  r6actions ment ionn6es  ci-dessous. 

Le dosage de C-CH 3 d'apr~s GINGER 7 (modification de la m6thode de KOHN-RoTH) 
indique que les acides mycoliques con t iennent  au moins trois ramifications. 

3. Nature des /onctions. La presence d'un carboxyle ressort des faits su ivants :  
format ion d ' u n  ester m6thyl ique (V) par action du diazo-m6thane,  r6sultat  des titrages, 
pr6sence d ' une  bande  ~t 5.9 ~ dans le spectre infra-rouge des acides, r6duction de ces 
acides par  LiA1H 4 en alcools mycoliques, CszH16sO3 4- 5CH, (VI). 

Les acides phlei- et smegma-mycoliques ne r6agissent pas avec l 'hydroxylamine ,  

* La m6thode des trois colonnes a permis de v6rifier ici 6galement que les acides a- et ~-smegma- 
my.coliques ~taient diff6rents. 

Pr~cisons la signification que nous attribuons a cette formule en Cs3. Nous avons adopt6 des 
formules en Css pour les acides mycoliques m6thoxyl6s ayant une chaine lat6rale C24FIa9 et une 
formule en C87 pour les acides mycoliques non m6thoxyl6s ayant cette m(%me ehatne lat6ralea.4, 5. 

Dans une note pr6liminaire n, nous avions adopt6 pour les acides a- et fl-phlei-mycoliques la 
formule C8~H1~004 ~= 5CH~ en tenant compte du fait que leur chaine lat6rale en a est en C2~ au lieu 
d'etre en C2~. Cependant nous verrons par la suite qu'il y a tout lieu de croire que les aeides phlei- 
et smegma-mycoliques contiennent deux chaines en C~2 au lieu de deux chatnes en C244.~ ce qui 
fair qu'ils contiennent 4 atomes de carbone de moins que les acides mycoliques en CsT. C'est pour 
cela que IlOuS proposons la formule CsaH16~O 4 4- 5CH 2 pour ces acides. 

+ Nous remercions Madame S. BARBEZAT, (Laboratoire des rayons X du CNRS) pour ces mesures. 
++ llne souche de "bacille paratuberculeux" d6crite par ]~RUYNOGHE ET ADANT contient 6galement 

un acide mycolique qui donne ~ la pyrolyse l'acide t6tracosanoique (J. ASSELINEAU, essais in6dits). 
Bibliographie p. 258. 
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ils ne contiennent donc pas de groupement c6tonique. Les deux autres oxyg~nes des 
acides phlei- et smegma-mycoliques appartiennent h des hydroxyles. 

Des essais d'ac6tylation conduisent & l'61imination d'un hydroxyle avec formation 
d 'un acide mono-anhydro-mycolique Cs~H164Oa :i: 5CH~ (VII) ayant  le spectre d 'ab-  
sorption caract6ristique des acides a,~-insaturds; (A . . . .  218 m/z; e ~ 12,ooo). 

En chauffant les acides mycoliques de M. phlei et de M. smegmatis, avec de Fan- 
hydride acdtique en prdsence de SO4HK fondu, pendant 6 heures, on obtient des acides 
bis-anhydro-mycoliques Cs~H1620 2 i 5CH2 (VIII) ayant  le m~me spectre d'absorption 
que les acides mono-anhydro-mycoliques; la deuxi~me double liaison n'est  donc pas 
en conjugaison a v e c l a  premiere. A premiere rue  nous serions tentd d'en conclure que 
le deuxi~me OH des acides mycoliques se trouve au del~ du carbone 5; or dans le cas 
de l 'acide a-mycolique de la souche "Brdvannes",  AEBI, VILKAS ET LEDERER ~, ont 

IV. R--  CH--CH--COOH R~-~CssHIIsOH 
J 
OH C2sH45 

VII. '~ \ o  '~ R--CH--CH--C00CH~ V. 
~ % \ I I 

>C=C~-. 
--CH=C--COOH ~ R CH--CH--CH~OH VI. 

[ ~ OH C22H45 
C~2H4s 

R--CHO IX. ( ~C= O 
+ C5~Hll 5 - -  __ CH~--COOH l ~ ~ Hs 

1 ! 5 C H  2 ~ O C22H45 
Cs~Ha~ 

montrd que la position des hydroxyles en 3,5 est probable; ils ont obtenu un acide bis- 
anhydro-mycolique, ayant  dgalement un maximum & 218 m/~ avec une seule double 
liaison en conjugaison avec le carboxyle. Dans ce cas, il faut admettre  la formation 
d'une double liaison en 5,6 ~ part ir  de l 'hydroxyle situ6 en 5, k moins qu'il y ait eu une 
transposition au cours de la d6shydratation, conduisant & l'acide bis-anhydro-mycolique. 

L 'oxydat ion chromique des acides mycoliques donne des dic~tones neutres Cs~HlazO~ 
:]: 5CHz (IX) qui donnent elles-m~mes des dioximes Cs~H~a40~N~ :k 5CHz; l 'obtention 
de ces dicdtones (IX) prouve que les deux hydroxyles des acides mycoliques sont secondaires. 
Ces dic6tones sont tres stables ~t l'dbullition en prdsence de K O H  et ne seraient donc 
pas des ~-dic6tones. Pour la dic6tone obtenue h par t i r  de l 'acide a-phlei-mycolique, nous 
avons v6rifi6 par  le spectre infra-rouge l 'absence d 'hydroxyle ; les bandes ~ 5.75 et 5.82 
correspondent & la prdsence de deux carbonyles. 

Les acides phlei- et smegma-mycoliques, ne sont pas scind6s par l'acide pdriodique ; 
leurs deux hydroxyles ne forment donc pas un 1,2-glycol. 

Bibliographie p. 258. 

S 
,~>__~4 "~ 

o" ~ c 

R--CH = C--COOH ~/~ 
J # /  C~H45 / 

/ 

VIII. iCs6Hl155CHs { 



250 M. BARBIER, E. LEDERER VOL. 14  (1954) 

Conclusions. Les acides phlei-et  smegma-mycoliques ont la structure (I = IV); un 
des hydroxyles est en 3, le deuxi~me est sur le carbone 5 ou au delk; le radical C58Hll e 
est satur6 et porte encore au moins une ramification. 

Quelles pourraient ~tre les diff6rences chimiques entre les 5 acides mycoliques 
d&rits  ici? 

I. Un nombre d 'atomes de carbone 16g~rement different; ce cas nous paralt  peu 
probable: la s@aration chromatographique des acides a et fl serait alors prat iquement 
impossible. 

2. En admet tant  que tous les acides aient le m~me nombre d 'atomes de carbone, 
on peut pr~voir des positions difffirentes des hydroxyles, ou des chaines latfirales, ou 
encore des configurations st~riques diff~rentes. Les 5 acides &udi& sont tous dextrogyres 
([a]j = +5 .5°  :L 0.5°); la configuration des substituants en a e t  fl doit donc ~tre 
identique; des diff6rences st6riques concernant des centres asym6triques 61oign6s du 
carboxyle ne changeraient que tr~s peu la valeur de la rotation sp6cifique et seraient cer- 
tainement suffisantes pour permettre la s@aration chromatographique des acides a et ft. 

Les Tableaux I e t  I I  indiquent les points de fusion et les r6sultats d'analyses des 
5 acides mycoliques et de leurs d6riv6s; on notera que dans les s6ries a- et fl les points 
de fusion sont prat iquement identiques; les acides a- et fl-smegma-mycoliques et leurs 
dfiriv6s, fondent plus haut  que les acides a- et fl-phlei-mycoliques; les points de fusion 
les plus 61evOs se trouvent dans la s6rie 7-smegma-mycolique*, ce qui coincide avec la 
solubilit6 tr6s faible de cet acide. 

Le fait que nous n 'ayons pu retrouver les acides phlei-mycoliques pr&6demment 

T A B L E A U  I 

ACID.ES PHLEI-MYCOLIQUES ET D~RIV~S 

Calculg Trouvd en sdrie a Trouvg en sdrie fl 
Composds F F 

C% H% C% H% C% H% 

Acide Cs3H16eO 4 (IV) 81.16 i3.62 81.3o 13.47 55 ° 80.97 13.52 55 ° 
OCH 3 o o 
( C ) - - C H  3 1.23 2.92 

Es ter  m6thyl ique (V) 81.21 13.63 81.2o 13.36 45 ° 81.22 13.45 45 ° 
C84H16sO4 
( O ) - - C H  3 1.20 i .39 

Alcool CsaHl~sO 3 (VI) 82.o9 13.94 82.28 14.2o 53 ° 82.39 13.93 53 ~ 

Acide mono-  
anhydro-inycol ique (VII) 82.37 13.66 82.28 13.78 53 ° 82.68 13.73 53 ~ 
Cs3H16,Oa 

Ester  m6thyl ique de l 'acide 
b is -anhydro-mycol ique  83.64 13.7o 83.56 13.76 5 °0 
C84Hle402 

C6tone neutre  (IX) 83.38 13.82 83.07 13.72 720 
C82Hls202 

Aeide de pyrolyse 78.19 13.13 78,23 12.93 80 ° 78.52 13.38 8o ° 
C24H4802 

" ~ l 'exception de l 'ester  m6thylique (V) et de la c6tone (IX). 

B i b l i o g r a p h i c  p ,  256'. 
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TABLEAU I1 
ACIDES SMEGMA-MYCOLIQUES ET D~RIV~S 

251 

Composds 
Calculd Trouvd en sdrie a 

C% H% C% H% 

Trouvd en sdrie fl Trouvd en sdrie 7' 
F F F 

C% H% C% HO/o 

Acide CszH16804 (IV) 81.16 13.62 81.oo 13.36 
(O)CH 3 o % 

3 (C) CH a 3.67 °o 3.14 % 

Ester  Cs¢H16$O 4 (V) 81.21 13.63 81.66 13.45 
(O)CH a 1.2o % t .2 4 % 

AlcoolCssH16sO 3 (VI) 82.09 13.94 82.20 13.51 

C6toneCs2H16202 (IX) 83.38 13.82 83.77 14.o6 

Dioxime de la 
c~tone C82H16¢O2N 2 N: 2.31 2.16 

Acide mono-anhydro- 
mycolique (VII) 82.37 13.66 82.04 13.67 
C83H16403 8 = 13,580 

~t 220 m/* 

Ester  bis-anhydro 
mycolique 
C84H16402 

Acide de pyrolyse 
C~H4802 

61 ° 81.27 13.39 6l ° 81.23 I3.86 7 o~ 
0% 0% 

2.96 % 2 7 ° % 

53 ° 81.49 13.6o 53 ° 81.53 13.63 480 
1.19~'~ l . [6 % 

53 ° 82.35 13.41 55 ° 

69 ° 83.28 13.75 64 ° 

53 ° 

49 ° 

83.64 13.7o 83.77 13.58 37 ° 83.58 13.65 450 
(acide) 

8 = I3,2oo 8 = I3,OOO 
ft. 220 m/~ ft. 220 m/, 

78.19 13.13 78.27 13.17 80 ° 78.32 13.13 80 ° 78.11 13.Ol 80 ° 

d6c r i t s  p a r  PECK ET ANDERSON i p e u t  p r o v e n i r  d ' u n e  d i f f6 rence  i m p o r t a n t e  e n t r e  le 

m 6 t a b o l i s m e  des  d e u x  souches .  N o u s  n ' a v o n s  p a s  n o n  p l u s  r e t r o u v 6  d a n s  les l ip ides  de  

n o t r e  s o u c h e  de  M .  p h l e i  les  a l coo l s  s e c o n d a i r e s :  I ) -e icosanol -2 ,  e t  D-oc t ad6cano l -2 ,  

isol6s de  M .  p h l e i  p a r  PANGBORN ET ANDERSON 8.. 

A cide eL-smegma-mycolique 

L'ozonisation de l'acide b i s -anhydro-a-smegma-myco l ique  (VIII) a donn~ un 
m61ange d'acides ~ part ir  duquel nous avons isol6 environ 1.6 mol d'acide tricosanoique 
n o r m a l .  N o u s  a v o n s  iden t i f i6  c e t  ac ide  p a r  son  p o i n t  de  fus ion ,  F. 7 8 - 8 0  °, p a r  s o n  a n a l y s e  
616menta i re ,  p a r  le t i t r a g e ,  e t  s u r t o u t  p a r  l ' a n a l y s e  a u x  r a y o n s  X ( d i s t a n c e  r6 t i cu l a i r e ,  

51.o A) .  U n e  p r e m i e r e  m o l 6 c u l e  d ' a c i d e  t r i c o s a n o i q u e  d o i t  se f o r m e r  ~ p a r t i r  de  la  

s t r u c t u r e  (VII) p a r  o x y d a t i o n  de  l ' a c i d e  ~ - c 6 t o - t 6 t r a c o s a n o i q u e  f o r m 6  t o u t  d ' a b o r d * *  

Le  fa i r  q u e  l ' o z o n i z a t i o n  p r o d u i t  p l u s  d ' u n e  m o l 6 c u l e  d ' a c i d e  t r i c o s a n o i q u e ,  p e u t  
~ t re  e x p l i q u 6  e n  a t t r i b u a n t  h l ' a c i d e  a - s m e g m a - m y c o l i q u e  l ' u n e  o u  l ' a u t r e  des  d e u x  
s t r u c t u r e s  (X)  e t  (XI ) .  

* Pour plus de d6tails, voir 9. PENSO 14,15 distingue plusieurs souches diff6rentes de M .  phle i .  
** L'ozonisation des acides anhydro-mycoliques de souches humaines et bovines ayan t  la s tructure 

R - - C H  = C - - C O O H  donne l 'acide pentacosano'ique3,4, s. 
f 
C~4H45 

Bib l iograph ie  p.  258.  
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(X) C~Ha5--CH-~- CH 2- (C34H,s) --CH--CH--COOH 

OH OH C22H45 

(XI) C~2H45--CH2--CH-- (C34Hes)--CH--CH--COOH 
i I l 
OH OH C~H45 

Elles peuvent toutes deux conduire ~ l'acide bis-anhydro-mycolique (XII) : 

(xII) C,aH45--CH = CH--(Cz4Hes)--CH = C--COOH 
l 
Cz,H45 

Cependant, l'existence d'un corps de structure X est peu probable, car il serait 
d6riv6 d'un acide tricosanoique (suivant la ligne pointill6e); or, l'acide tricosanoique 
ne semble pas exister dans M. smegmatis, puisque nous avons isol6 d'embl6e l'acide 
t6tracosanoique ~ l'6tat pur (voir ci-dessous). 

La structure Xl est tr~s voisine de celle de l'acide a2-mycolique de la souche 
humaine R I (XIII) isol6 par ASSELINEAU5: 

(XlIl) C~4H49--CH2--CH-- (C34Hss)--CH--CH--COOH 
l J l 
OH OH C24H45 

Isolement de l'acide tdtmcosano~que 

Nous nous sommes demand6s pourquoi la chalne lat6rale en a, des acides phlei-et  
c2, ~,o 2 smegma-mycoliques est plus courte 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 
Nombre de ~roctions de 3 ml 

Fig. 3. C h r o m a t o g r a p h i c  des  acides  gras  sa tu r6s  de M .  
phlei su r  acide si l icique d ' ap r~s  RAMSEY ET PATTER- 

SON13; i so lemen t  d ' ac ide  t~ t racosano ique .  

que celle des acides mycoliques isol6s 
de M. tuberculosis. Ceci pourrait  
s 'expliquer en admet tant  que M. 
phlei et M. smegmatis sont incapa- 
bles de synth6tiser l 'acide hexa- 
cosano~que, et que l'acide t6tra- 
cosanoique est le dernier terme de la 
s6rie des acides gras normaux satur6s 
que cet organisme soit capable de 
synth6tiser*. Pour v~rifier cette hy- 
poth~se nous avons recherch6 dans 
les graisses de M. phlei et de M. 
smegmatis la pr6sence des acides 
C24H480 2 et C26Hs~O 2. 

RAMSEY ET PATTERSON 13 ont 
d6crit une m6thode de chromato- 
graphie d'acides gras de C12 k C19 
sur colonne d'acide silicique imbib6 
de 2-amino-pyridine. Les acides gras 
sont 61u6s les uns apr6s les autres, 
suivant la longueur de leur chaine, 
l 'acide le plus long sortant  avec les 
premieres fractions 61u6es. 

En chromatographiant  d'apr~s 

* Pou r  des d6tai ls  sur  des hypo t h6se s  conce rnan t  la b iosyn th~se  des acides myco l iques  vo i r  4. 
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RAMSEY ET PATTERSON 13 les acides gras satur6s de M. phlei et de M. smegmatis nous 
avons dans chaque cas isol6 l'acide t~tracosano~que F. 8o °, identifi6 par l 'analyse 616men- 
taire, et le spectre de diffraction des rayons X, (distance r6ticulaire 52. 7 A) (Fig. 3). 
Ces essMs semblent exclure la pr6sence d'acide hexacosanoique, car celui-ei aurait  ~t6 
61u6 le premier. 

On peut en conclure qu'effectivement, M. phl~i et M. smegmalis ne produisent pas 
d'acide hexacosanoique, mais seulement l'acide t6tracosano~'que. On comprend d~s lors 
que les chMnes lat6rales des acides mycoliques de ces souches, doivent 6tre plus courtes 
que celles des souches de M. tuberculosis, capables de synth6tiser l'acide hexacosanoique. 

Nous remercions la "Fonda t ion  XVAKSMAN pour  le D6veloppement  des Etudes  Microbiologiques 
en France"  pour  des subventions,  et Monsieur J. TRI~FOU]gL, Directeur de l ' I n s t i t u t  Pas teur  et le 
Dr. J. BRETEY, Chef du Service de la Tuberculose A cet Ins t i tu t  pour  Ies cultures microbiennes. 

DESCRIPTION DES EXP]~RIENCES 

Isolement des acides a- el fl-phlei-mycoliques 

Les cires D de M. phlei*, extrai tes trois fois ~ l 'ac6tone bouillante, d6barrass6es des traces de 
bacilles par  passage sur  filtre de Seitz, se prdsentent  sous forme d 'une masse dure, brune,  F.45 ° 
(1.4% du poids sec des bacilles), [a]j = + 26 ° ± lO% (dans le chloroforme, c = 4.0 d = 2). Indice 
de saponification: 67. Indice d'iode: 49. 

Elles ne cont iennent  pas de phosphore  et seulement  des traces d'azote, (moins de 0.05 %). Les 
hydrolysats  concentr6s n 'on t  jamais  montr6 de r6action positive A la ninhydrine.  La chromatographie  
sur  colonne d 'a lumine ne donne qu 'une  fraction s'61uant avec l '~ther de p~trole + benz~ne 20 % et 
fondant  ~ 45 °. 

La saponification pendan t  trois heures par  la potasse m6thanolique/~ 5 % (avec 3 ° % de benz~ne) 
lib~re 65 % d'acides gras, pr incipalement  consti tu6s d'acides mycoliques, 4% d 'un  insaponifiable 
v isqueux et environ 3 ° % d 'hydrosoluble.  

Les acides b ru t s  sont  extrai ts  ~ l '6ther apr~s acidification et repr6cipit6s une lois de l 'ac6tone 
bouillante. 

Les acides mycoliques b ru t s  sont  est6rifi6s par  une solution de diazom6thane.  On dissout les 
acides dans  l '6ther et on ajoute un  exc~s de solution de diazom6thane dans l '6ther. On abandonne  
une nuit,  on concentre, et on pr6cipite par  le m6thanol.  La s~paration des esters est effectu~e par  
chromatographie  sur  colonne d 'a lumine:  

i g d 'esters a 6t6 chromatographi6  sur  une colonne de 26 g d 'a lumine neutralis6e, d 'activit6 I. 
Nous avons  61u6 par  des fractions de 15o ml. 

i. 6ther de p6trole o mg 
2. 6ther de p~trole]benz~ne 9: i o mg 
3 .6 t he r  de p6trole/benz&ne 4: i o mg 
4 .6 t he r  de p6trole/benz6ne 2: i o mg  
5 .6 t he r  de p6trole/benz~ne 1.5 : I o mg 
6 .6 t he r  de p~trole/benz6ne I : I o mg  
7. benz~ne o mg 
8. benz~ne/6ther 9: i 22o mg 
9. benz~ne]6ther 4:1 315 m g t  64 '2% F '43°  

io. benz~ne]6ther 2:1 lO 7 mg 
I I .  benz~ne/6ther 1. 5 : I 28 mg 
12. benz~ne/6ther i : i 12 mg 
13. ~ther 145 mg / 
14 . 6 t h e r  98 m g /  24"3% F '43°  
15. 6ther 14 mg 

Total  : 939 mg 

Nous avons montr6 que les fractions 8, 9, io  d 'une  part ,  (ester a-phlei-mycolique) et les fractions 
13, 14 d ' au t re  part ,  (ester fl-phlei-mycolique) 6talent diff6rentes, en uti l isant  la s6rie suivante  de 
chromatographies  sur  colonnes d 'alumine.  

Nous avons choisi trois colonnes de mSmes dimensions, et les avons chacune remplies avec 6 g 
de la m~me alumine neutralis6e, d 'activit6 I (fractions d'61ution de 6o ml). Sur la premiere colonne, 
nous avons chromatographi6  20o mg d ' un  m61ange comprenan t  ioo mg d 'ester  a-ph~ei-mycolique 

* Souche de l ' I n s t i t u t  Pas teur  cultiv6e 4 semaines sur  milieu de Sauton.  
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et ioo mg d 'ester  fl-phlei-mycolique. Sur la seconde colonne, nous avons chromatographi6  2oo mg 
d 'es ter  a-phlei-mycolique, et sur  la troisi6me, 2oo mg d'ester  fl-phlei-mycolique. Nous avons obtenu 
les r6sul tats  suivants  (v. Figs. I e t  2) : 

i. benz6ne o mg o mg o mg 
2. benz6ne]6ther 9 : I  3 ° mg 48 mg o mg 
3- benz6ne/6ther 4 : I  58 mg 97 mg o mg 
4. benz6ne/6ther 2 : I i t  mg 26 mg o mg 
5. benz6ne/6ther 1.5:1 14 mg 18 mg 12 mg 
6. benz6ne/6ther I : I  3I mg 5 mg 45 mg 
7. 6ther 38 mg traces 118 mg 
8. 6 ther /m6thanol  i °/o 12 mg 0 mg 22 mg 
9. 6ther /m6thanol  2 % traces o nag traces 

Total:  194 nag 194 mg 197 nag 

A cide a-phlei-mycolique 
L'acide a-phlei-mycolique a 6t6 obtenu par  saponification de Fester m6thyl ique par  la potasse 

m6thanol ique 5̀  5 % en pr6sence de benzbne, duran t  trois heures. On acidifie par  HC1, extrai t  A l '6ther 
et prdcipite l 'acide de la solution 6th6r6e concentr6e par  l 'ac6tone. F. 53-55 °. [(1]j = + 5.4 ° ± lO% 
(dans le chloroforme c = 3.5 d = 2)*. 

L'ester a-phlei-mycolique obtenu directement  lors de la chromatographie  du mdlange &esters  
a et/3 fond 5̀  43-45 °. 

L'alcool a-phlei-mycolique a 6t6 pr6par6 par  action de l 'hydrure  double de l i thium et d ' a lumin ium 
(en exc6s, en suspension dans l '6ther anhydre)  sur  l 'acide 4galement en solution dans l '6ther anhydre.  
Apr6s une nuit  de contact  5̀  la temp6ra ture  ambiante ,  on verse sur  de la glace pil6e et extrai t  A l'6ther. Le 
produi t  ainsi obtenu est purifi6 par  chromatographie  sur  alumine. L'alcool a-phlei-mycolique fond 5̀  53 °. 

L'acide mono-anhydro-a-phlei-rnycolique est obtenu par  chauffage de l'acide, au reflux de Fan- 
hydride ac6tique, (5 ° ml d 'anhydr ide  pour  5oo mg d'acide) en prdsence de 3 g de SO4HK rdcemment  
fondu et pulvdris6. On chauffe ainsi une heure ; apr~s avoir hydrolys6 l 'anhydride ac6tique par  l 'eau, 
on extrai t  5̀  l '6ther et la substance r6cup6r6e est chauff6e avec une solution de potasse m6thanol ique 
5̀  5 ~o en pr6sence de 30 % de benz6ne, afin de saponifier les ac6tates pouvan t  s '4tre form6s. Apr6s 
deux heures de saponification, on acidifie par  HC1, extrai t  par  l '6ther, et  chromatographie  la subs tance  
r6cup6r6e sur  colonne d 'alumine.  Le rendement  en produi t  pur  (F. 5o-53 °, )~max 5̀  218 m/,, e ~- I 1,34 o 
dans  l 'hexane) est d 'environ 55 %. 

Un essai d 'ac6tylat ion a 6galement conduit  5. l 'acide mono-anhydro-mycol ique:  
ioo mg d'acide sont  dissous dans I ml de benz6ne anhydre ;  on ajoute o.6 ml de pyridine anhydre,  

puis o.2 ml de chlorure d'ac4tyle dans 0. 5 ml de pyridine anhydre.  On abandonne  une nuit.  Apr6s 
hydrolyse et extract ion £ l '6ther, le d6riv6 est chromatographi6  sur alumine. La fraction principale 
passe avec du benz6ne contenant  io % d'dther,  (sur alumine neutre  d'activit6 II) .  Cette substance 
poss6de le m a x i m u m  5̀  218 m #  caractdrist ique des acides a,fl-insatur6s; (e = 11,25o); F .5o-53  °. 
L 'analyse  a montr6 qu'il  s 'agissait  bien de l'acide mono-anhydro-mycol ique.  

L'acide bis-anhydro-a-phlei-mycolique a 6t6 pr6par6 par  une m6thode analogue 5̀  celle d6crite 
ci-dessus pour  la prdparat ion de l'acide mono-anhydro-mycol ique,  mais en prolongeant  pendan t  six 
heures le t emps  de chauffage dans l ' anhydr ide  acdtique. Apr6s une saponification comme ci-dessus, 
le produi t  extrai t  £ l '6ther est esterifi6 par  un exc6s de diazom6thane eu solution dans l '4ther (on 
abandonne  une nuit).  La chromatographie  sur colonne d 'a lumine permet  de s6parer facilement l 'ester  
b is-anhydro-mycol ique des autres  produi ts  de la rdaction ; il s'dlue par  l '6ther de p6trole et un mdlange 
d '6ther de p6trole/benz6ne 9: i. Cet ester fond 5̀  5 ° ° et pr6sente 5. 218 m/~ le m a x i m u m  caract6rist ique 
des acides a,fl-insaturds ; (e = I 1,45o dans l 'hexane) ; voir l 'analyse 616mentaire Tableau I. La saponi- 
fication par  la potasse m6thanol ique 5̀  5 ~o pendan t  deux heures, en prdsence de 3 ° ~o de benz6ne, 
lib6re l'acide qui est extrai t  5̀  l '6ther apr6s acidification par  HC1. F. 52-54 °. 

L'oxydation chromique de l 'acide a-phlei-mycolique conduit  £ une dic6tone neutre.  200 mg 
d'acide sont  dissous dans  15 ml de benz6ne anhydre,  et on ajoute une solution de 38 mg de CrO 8 dans 
5 ml d'acide acdtique, (pr6alablement distill6 sur  CrO3). On laisse ainsi une nui t  5̀  37 °. Apr6s addition 
de 5 ml d'6thanol,  on ajoute de l 'eau et extrai t  5̀  l '6ther. On purifie par  passage sur  colonlle d 'a lumine ; 
(3 g d 'a lumine neutre  d 'activit6 I, pour  i i o  mg de substance;  fractions de 3 ° m l ) .  

I. t6trachlorure de carbone 4 2 mg / °* 
2. t6trachlorure de carboue/benz6ne 9: i 34 mg / F. 7 2 . 
3. t4trachlorure de carbone/benz6ne 4: I 8 mg 
4. t6trachlorure de carbone/benz6ne 2: I i i  mg 
5. t6trachlorure de carbone/benz6ne 1.5 : I 5 mg 
6. t6trachlorure de carbone/benz6ne i : i 6 mg 
7. benz6ne traces 

* Pour  les analyses 616mentaires, voir Tableau I. 
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(Nous avons utilis6 le t6trachlorure de carbone 5, cause de la tr~s faible solubilitd de la dic6tone 
dans l 'dther de pdtrole.) 

La pyrolyse de l 'acide a-phlei-mycolique, effectude 5. 300 ° sous o.oi m m  lib~re environ 25 % 
d'acide n-tdtracosanoique,  F. 80 °, identifi6 par  son analyse dldmentaire et son spectre de diffraction 
des rayons  X (distance r6ticulaire d 'un  acide au thent ique  et de notre acide de pyrolyse:  52.7 A). 

A cide/5-phlei-mycolique 
L'acide /5-phlei-mycolique a dtd obtenu par  saponification de l 'ester mdthytique par  la potasse 

mdthanolique /t 5 % .  Cet acide fond ~ 55°; [a]j = + 5 . 4  ° :t: lO% (dans te chloroforme c = 4.0 
d = 2). L 'dquivalent  mol6culaire ddtermin6 par  t i t rage est de 1227 (moyenne de trois mesures:  
1261, 124o, i i8o) ,  calcul6 pour  C83H16~O4: 1226. 

L'esler mdthylique directement  obtenu apr~s la s~paration chromatographique  du mdlange 
d 'esters  a et/5 fond ~ 45 °. 

Les d6rivds de l'acide /5-phlei-mycolique on t  dtd pr6par6s d 'apr~s les mdthodes ddjA d6crites 
pour  les ddriv~s correspondants  de l'acide a. Les points  de fusion et les rdsultats  des analyses sont  
consignds dans le Tableau I. 

Isolement de l'acide tdtracosano~'que normal ~ partir des graisses de M. phlei 
Les acides saturds isolds des graisses de M. phlei apr~s saponification ont  6t6 distilMs dans un 

tube & boules et la fraction distillant au-dessus de 165 ° sous o.oi  m m  a 6td chromatographi6e sur  
colonne d'acide silicique selon RAMSEY ET PATTERSON TM. (La colonne est a u p a r a v a n t  impr6gnde d 'un  
mdlange d'alcool furfurylique et d 'a-amino-pyridine;  on 6lue par  l 'hexane satur6 par  ce m61ange). 
Le diagramme de cette sdparation est reprdsentd sur  la Fig. 3. Les acides 61u6s ont  6t6 d6barrass6s 
des impuretds par  passage aux  sels de plomb. L'acide gras obtenu par  d6composition de ces sels 
fondait 5. 8o °. La ddtermination de l '6quivalent mol~culaire par  t i trage donne 360 (calcul6 pour  
C24H4sO2 : 368). 

Les points  de fusion de mdlange avec l'acide de pyrolyse d 'une  part ,  avec un acide t6tracosa- 
noique de synth~se d ' au t re  part ,  n ' on t  pas offert de d6pression (F.8o°).  L 'analyse  6Mmentaire et le 
spectre de diffraction des rayons  X (distance r6ticulaire: 52.7 A) mon t r en t  que cet acide est bien 
l 'acide tdtracosanofque normal.  

Analyse dldmentaire : t rouvd : C 78.23 % H 12.94 % 
Calcul6 pour  C~4H4sO~: C 78.19% H 13.13% 

Isolement des acides smegma-mycoliques 
Nous avons obtenu ces acides par  saponification des cires C et D de M. smegmatis*. 
Les acides a- et /5-smegma-mycoliques ont  6t6 s6pards par  chromatographie  sur  colonne d 'a lumine 

de leurs esters m6thyliques.  Ces esters ont  6t6 pr6par6s par  action d 'une  solution de diazom6thane 
sur  la fraction acide bru te  obtenue lors de la saponification. 

I g d 'esters  mdthyl iques a 6t6 chromatographi6  sur  une colonne de 3 ° g d 'a lumine d'activitd I ;  
dlution par  des fractions de 15o ml. 

I. dther de p6trole o mg 
2. dther de pdtrole/benz~ne 9: I o mg 
3. 6ther de p6trole/benz~ne 4 : i o mg 
4. 6ther de p6trole/benz~ne 2: I o mg 
5. 6ther de p6trole/benz~ne 1.5 : I o mg 
6 .6 the r  de p6trole/benz~ne i : i o mg 
7. benz~ne o mg 
8. benz~ne/dther 9:1 125 mg / a -smegma-mycola te  
9. benz~ne/6ther 4:1 642 mg j de m6thyle F.53 ° 

IO. benz~ne/6ther 2 : i  86 mg 
i i. benz~ne/6ther 1.5 : i 12 mg 
12. benzSne/6ther I : I 7 mg ~ /5-smegma-mycolate 
13. dther 88 mg j de m~thyle F.53 ° 
i4. ~ther I I mg 

Total:  971 mg 

Les a- e t /5-smegma-mycolates  de m6thyle ainsi obtenus  ont  6t6 chromatographi6s  une seconde 
lois s6par6ment.  L 'es ter  a passe de nouveau avec la fraction 9 et Fester /5  avec la fraction 13. Ces 
deux substances  fondent  ~ 53°; elles se pr~sentent  sous forme d 'une  poudre incolore, microcristalline 
et sont  solubtes clans la p lupar t  des solvants  organiques usuets, ~ l 'exception de l'alcool m6thylique, 
de l 'alcool 6thylique et de l 'ac6tone, dans lesquels elles ne sont  solubles qu'A chaud. 

* No. 8152, Nat ional  Collection of Type Cultures, London,  cultiv6 4 semaines sur  milieu de Sauton.  
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La saponification de la cire D fournit  environ 13 O//o d 'une fraction peu soluble dans l '6ther et 
se rassemblan t  ~ l ' in terphase eau-dther. Nous avons donn6 ~ cet acide le nom d'acide y-smegma- 
mycolique. 

L'acide y-smegma-mycol ique est purifi6 par  chromatographie  sur  colonne d 'a lumine de l 'ester  
m6thylique.  Cet ester se pr6pare en faisant  agir une solution de diazom6thane sur  une suspension 
de l 'acide dans l '6ther;  au fur et A mesure que l 'esterification se produit ,  il y a dissolution; apr6s 
une nui t  de contact ,  tou t  est dissous. 

600 mg d 'es ter  y-smegma-nlycol ique ont  6t6 chromatographids  sur  une eolonne de 18 g d 'a lumine 
neutralis6e d 'activit6 I ;  61ution par  des fractions de I io ml. 

1. 6ther de p6trole o mg 
2. 6ther de p6trole/benz6ne 9: i o mg 
3 .6 the r  de p6trole/benz6ne 4: I o mg 
4 .6 the r  de p6trole/benz6ne 2: I o mg 
5 .6 the r  de p6trole/benz6ne 1.5 : I o mg 
6. 6ther de p6trole/benz6ne i : i o mg 
7. benz6ne o mg 
8. benzhne/6ther 9: i o mg 
9. benz6ne/6ther 4 : i 56 mg 

IO. benz6ne/6ther 2 : I 81 Ing 
I I. benzbne/6ther 1. 5 : I 153 mg 
12. benzbne]6ther 1 : t 182 mg 
13. 6ther 96 ing 
14. 6ther 27 mg 

Total  : 595 mg 

L 'es ter  7-smegma-mycol ique fond ~ 45-48°. I1 se prdsente sous forme d 'une poudre incolore. 
Les d6riv6s des acides a-, fl- et y-smegma-mycol iques  ont  6t6 pr6pards d 'apr6s les m6thodes d6j~ 

d6crites pour  les d6riv6s correspondants  de l'acide a-phlei-mycolique; les points  de fusion et les 
r6sul tats  des analyses sont  consign6s dans le Tableau I I .  

Constitution de l'acide a-smegma-mycolique 

Ozonisation de l'acide bis-anhydro-a-smegma-mycolique 
43 ° mg d'acide bis-anhydro-a-smegma-mycol ique,  en solution dans 2o ml de t6trachlorure de 

carbone, ont  6t6 soumis  d u ran t  six heures ~ un  barbotage  d'ozone, la temp4ra ture  6tant  main tenue  
o ° pa r  un  bain de glace. L'ozonide form6 est ensuite ext ra i t  avec 5 ml d '6ther  et d6compos6  par  

un  chauffage prolong6 (4 heures) avec IO ml d'eau.Apr&s extract ion par  deux fois 5 ml d '6ther,  
on lave les part ies  6th4rosolubles r6unies, par  une solution ~. 3 % de potasse,  afin d'isoler les fract ions 
acides. Nous  avons ainsi obtenu 220 mg d'acides et environ 2o0 mg de neutres.  

L'acide C23Ha6Oz a 6t6 isol6 des fractions acides par  chromatographie  sur  colonne d'acide 
silicique selon la m6thode de RAMSEY ET PATTERSON 13. Les 61uats correspondant  au premier  m a x i m u m  
ont  6t6 recueillis s6par6ment;  l 'acide gras r6cup4r6 apr6s acidification par  HC1 et extract ion A l '6ther 
est difficile ~. purifier par  distillation ou par  cristallisation. Nous avons obtenu l'acide pu r  par  passage 
pr6alable aux  sels de plomb, cristallisation de ces derniers dans l 'alcool et r4cup6ration apr6s acidi- 
fication par  NOaH dilu6. Nous avions obtenu 155 mg d'acide brut ,  c'est-~.-dire plus d 'une mol6cule 
d'acide C2~H460 z ~ par t i r  de 220 mg de fraction acide p rovenan t  de l 'ozonolyse. (Th6orie pour  une 
mol6cule d'acide tr icosanoique:  i24. 7 mg; pour  deux mol6cules: 249. 4 rag.) 

Analyse 616mentaire: t rouv4:  C 77.85 % H 12.91 ~o 
Calcul6 pour  C23HaeO2 : 77.9o 13.o8 

Cet acide a 6galement 6t6 identifi6 par  son spectre de diffraction des rayons  X (distance r6ticu- 
laire 51.o A) ainsi que par  des titrages, effectu6s parall61ement sur  l 'acide d'ozonolyse, l 'acide pal- 
mitique,  l 'acide b6h6nique et l 'acide t4tracosanoique (pour plus de d6tails voir  9). 

Isolement de l'acide t~tracosano~que ~ partir des graisses de M. smegmatis 
La technique de l ' isolement a 6t6 d6crite ci-dessus. L'acide, F. 8o °, a 6t6 identifi6 par  son spectre 

de diffraction des rayons  X (distance r6ticulaire 52. 7 A) ainsi que pa r  son analyse 616mentaire: 

Trouv6:  C 78.11% H 13.o1% 
Calcul6 pour  Cz4HasO 2: 78.19 13.13 

Les microanalyses  de ce t ravai l  ont  6t6 effectu6es darts le laboratoire  mieroanaly t ique  de la 
Ciba A BAle (direction Dr. H. GVSEL). 
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I { ~ S U M ~  

La  souche  de Mycobacteriurn phlei que  nous  avons  6tudi6e con t i en t  deux  acides myco l iques  
dex t rogyres ,  F .55  °, que  nous  appe lons  acides a-  et ~-phle i -mycol iques ;  seules la c h r o m a t o g r a p h i e  
sur  a lumine  et la spec t rograph ie  in f ra rouge  p e r m e t t e n t  de les d is t inguer .  Ces deux  acides son t  dd- 
p o u r v u s  de m d t h o x y l e  et  co r r e sponden t  ~ la formule  b ru t e  CssH~6804 ~: 5CH 2. 

La  souche  de M. smegmatis que  nous  avons  5tudiSe con t i en t  t rois  acides s m e g m a - m y c o l i q u e s  
(a: F. 6I °, /~: F .6 I  ° et  Y: F ' 7 ° ° )  ; ces acides  son t  6ga lemen t  dex t rogyres ,  d d p o u r v u s  de m 6 t h o x y l e  
et co r r e sponden t  ~ la formule  b ru te  CszHlseO 4 ~: 5CH 2. 

Les  c inq acides myco l iques  d~crits  ici d o n n e n t  h la pyro lyse  de l 'ac ide tStracosano~que et on t  
la formule  part iel le  

R - - C H O H - - C H - - C O O H  
I 

C22H45 

of 1 R est  un  reste  CssHnTO a l ipha t iqu¢  hydroxyld ,  c o m p o r t a n t  au  moins  deux  chaines .  
Nous  p roposons  pou r  l 'acide a - s m e g m a - m y c o l i q u e  la fo rmule  par t ie l le  

C2~H45--CH 2 - -  C H O H - I  (C3aHsa) __ C H O H - -  CH - -  COOH 
I 

C22H45 

C o n t r a i r e m e n t  a u x  souches  h u m a i n e s  et  bovines  de M. tuberculosis, les deux  souches  s a p r o p h y t e s  
examindes  ici s emb len t  incapables  de syn thd t i s e r  l 'acide hexacosano ique  ; dans  ees souches  c ' e s t  l 'acide 
t6 t r acosano ique  qui  es t  le t e rme  le p lus  61ev6 de la s6rie des  acides gras  n o r m a u x .  N o u s  pensons  
que  ceci expl ique  pou rquo i  les acides myco l iques  des souches  s a p r o p h y t e s  on t  une  cha ine  lat6rale 
C~Ha5 en a du carboxyle ,  t and i s  que  les acides myco l iques  de M. tuberculosis on t  une  cha ine  lat6rale  
c o r r e s p o n d a n t e  C2aH49 . 

S U M M A R Y  

The  s t ra in  of Mycobacterium phlei t h a t  has  been s tud ied  con ta ins  two d e x t r o r o t a t o r y  mycol ic  
acids  which  are called a-  and  ~-phle i -mycol ic  acids.  T h e y  can  on ly  be d i s t ingu i shed  by  c h r o m a t o g r a p h y  
on a l u m i n a  a n d  inf rared  spec t rog raphy .  The  two acids  con ta in  no  m e t h o x y l  and  cor respond  to t he  
molecu la r  fo rmula  CssH16eO 4 ± 5CH 2. 

The  s t ra in  of M. smegmatis t h a t  ha s  been s tud ied  con ta ins  th ree  s m e g m a - m y c o l i c  ac ids  (a: 
m.p .  6 i  °, 8:  m.p ,  61°, and  y:  m.p .  70°); t hese  acids  are also dex t ro ro t a to ry ,  con ta in  no m e t h o x y l  
and  cor respond  to  t he  molecu la r  fo rmula  Cs3HlesO 4 ~: 5CH~. 

The  five mycol ic  acids  descr ibed here  yield t e t racosano ic  acid on pyro lys i s  a n d  have  t h e  
s t r u c t u r a l  f o rmu la  

R - - C H O H - - C H - -  C 0 0 H  
J 
C~H4s 

where R is an aliphatic hydroxyl-containing residue CssHn~O having at least two chains. 
The structural formula proposed for a-smegma-mycolic acid is 

C22H4s--CH2--CHOH-- (Cs4H6s)-CHOH-CH- COOH 
J 

C22H~5 

I n  con t r a s t  to t he  h u m a n  and  bovine  s t r a ins  of M. tuberculosis, t h e  two s a p r o p h y t e  s t r a in s  
e x a m i n e d  here  seem incapable  of syn t he s i z i ng  hexacosano ic  acid;  in these  s t r a in s  t e t racosano ic  acid 
is t h e  h i g h e s t  m e m b e r  of t he  series of n o r m a l  f a t t y  acids.  W e  t h i n k  t h a t  t h i s  exp la ins  w h y  t he  mycol ic  
ac ids  f rom s a p r o p h y t e  s t r a ins  h a v e  a side cha in  CzsH4s in t he  a -pos i t ion  of t he  ca rboxy l  group,  
while  mycol ic  ac ids  f rom M. tuberculosis h a v e  a cor respond ing  side cha in  Cz4H49. 

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

Der  S t a m m  y o n  Mycobacterium phlei, welchen  wir u n t e r s u c h t  haben ,  en th~ l t  zwei rech ts -  
d rehende  Mykolsi~uren, die wi t  a-  und/~-Phle i -Mykols i~uren  n e n n e n ;  diese Stkuren k 6 n n e n  lediglich 
d u r c h  C h r o m a t o g r a p h i e  a n  A l u m i n i u m o x y d  u n d  du rch  In f r a ro t spek t rog raph i e  un t e r s ch i eden  werden .  
Die be iden  S~uren  e n t h a l t e n  ke in  M e t h o x y l  u n d  en t sp r echen  der  B r u t t o f o r m e l  CssHleeO 4 4- 5CH v 

Der  S t a m m  yon  M. smegmatis, den  wir  u n t e r s u c h t  haben ,  enthi~lt drei S m e g m a - M y k o l s ~ u r e n ;  
(a: F . 6 I  °, /~: F. 6I  ° u n d  Y: F ' 7 ° ° ) ;  diese SAurem s ind  ebenfal ls  r ech t sd rehend ,  e n t h a l t e n  ke in  
M e t h o x y l  u n d  en t sp r echen  der  B r u t t o f o r m e l  CssH1660 4 4- 5CH 2. 
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Die fiinf hier  beschr i ebenen  Mykols~uren  geben  bei  der  Pyro lyse  Tetracosans~ture  u n d  haben  
die par t ie l le  F o r m e l  

R - - C H O H - - C H - - C O O H ,  
I 

C22Ha5 

wo R e i n  a l ipha t i scher  hyd roxy l -ha l t i ge r  R e s t  CssH1170 ist, der  m i n d e s t e n s  zwei K e t t e n  enth~l t .  
Wi r  sch lagen  fiir die a -Smegma-Myko l sAure  die folgende part iel le  Fo rme l  vor :  

C 2 z H 4 a - - C H 2 - - C H O H - -  ( C 3 4 H s s ) - C H O I t - C H - C O O H  
r 

C~2H45 

I m  Gegensa t z  zu den  bei  Mensch  u n d  R i nd  v o r k o m m e n d e n  S t / immen  yon  M. tuberculosis, 
sche inen  die hier  u n t e r s u c h t e n  zwei s a p r o p h y t i s c h e n  StS.mme HexacosansS.ure  n i ch t  syn the t i s i e r en  
zu k S n n e n ;  bei diesen S t l immen  is t  die Tet racosansSmre  das  h6chs t e  Glied der  Reihe  der  n o r m a l e n  
Fetts~turen.  Dies  erkl~trt unse re r  Ans i ch t  n a c h  w a r u m  die Mykols i iuren  der s a p r o p h y t i s c h e n  StS.inme 
in a -S te l lung  zuln  Carboxy l  eine Se i t enke t t e  C22Hts haben ,  w~hrend  die MykolsXuren yon  M./ubercu- 
losis eine Se i t enke t t e  C24Ha9 en t ha l t en .  
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