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SUMMARY 

Studies on the chemical struaure of mycoside B 

Mycoside B, a specific glycolipid found in bovine strains of Mycobacterium tuberculosis 
is shown to be a mixture of homologous compounds differing by the nature of the 
fa t ty  acids. The principal constituent of this mixture is a mycoside B having the 
molecular formula Cs~HxseOxo; it contains one molecule of 2-0-methyl-D-rhamnose 
bound in ~ linkage to tile phenolic hydroxyl of a phenolic, methoxylated glycol 
CsBH~O ~, the two aliphatic hydroxyls of which are esterified with I molecule of 
palmitic acid and with I molecule of Cz0-mycocerosic acid. A provisional formula for 
mycoside B is presented (see formula (V)). 

INTRODUCTION 

Certains types de Mycobact6ries peuvent ~tre caract6ris4s par des constituants 
lipidiques qui leur sont particuliers, ainsi que l 'ont montr4 SMITH, RANDALL et a2.1-~. 
Ces constituants sont des glycolipides, ou des peptidoglycolipides, auxquels on a 
donn6 le nom de "mycosides" (voir r4f. 4) et dont la pattie osidique contient des 
d6soxysucres s. 

Le mycoside B, caract4ristie[ue des souches bovines de Mycobacterium tuberculosis, 
est une cite blanche, F 25°; [~]~ --22° dans le CHC13. La pr4sence dans son spectre 
infrarouge de bandes ~ 161o cm -1 et ~ 15Io cm -1 et dans son spectre ultraviolet de 
bandes h 222, 275 et 282 m/~, sugg~re l'existence d'un 4ther aromatiqueS, 6. 

Le sucre du mycoside B a 4t4 identifi6 par MACLENNAN el a/. s au 2-0-m4thyl- 
rhanmose, sans pr4cision sur sa configuration. 

Dans le pr6sent travail, nous exposons les r4sultats d'une 6rude sur la structure 
du mycoside B conduisant A la formule (V). 

L'hydrolyse acide du mycoside B lib~re une fraction osidique hydrosoluble et 
une fraction lipidique (lipide B) contenant le noyau aromatique. L'hydrolyse alcaline 
du mycoside B lib~re un m41ange d'acides gras et une substance aromatique, te 
glycoside B, qui, lui, donne par hydrolyse .acide le 2-O-m6thylrhamnose et un 
compos4 que nous appelons "ph4nol-glycol B". L'hydrolyse alcaline du lipide B 
donne le m61ange d'acides mentionn4 ci-dessus et le ph4nol-glycoi B (volt Fig. I). 

* 65~me communica t ion  sur  les cons t i tuan ts  des Mycobact~ries. 64~me communicat ion,  
E. VILKAS, A. M. MIQUEL ET E. LEDERER, Biochim. Biophys. Aaa, 7 ° (1963) 217. 
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l ~ ' f w a a o n  des addes gra, 

Les analyses 616mentaires et l'~quivalent mol6culaire du m~lange d'addes gras 
correspondent it une formule moyenne C .H~O s. Par distillation sous vide, on s#pare 
un m~lange d'acides cristallisant par refroidissement (environ 1/3 du poids des 
acides) et distillant entre 15 °0 et I8o ° sous o,oi nun de mercure, et une fraction 
semi-liquide distillant au-dessus de 18o ° (environ 2/3 du poids des acides). 

Mycoside B 
C84 H156010 

OH- 

G l y c o s i ~  
C3eHToOe 

2-O-m6th~rhomnose Ph~nol-gtycol- B Acides ~ros 
C7H1405 C32H~04 C16H320~ + C2eHsjO 2 

77H144~ e 

Mxco~cle 8 
Cs41"I~O~ o 

Le m~lange des acides les plus volatils a 6t~ analys~ par chromatographie en 
phase vapeur: il contient les acides myristique, palmitique, et st~arique, avec pr~- 
dominance de l'acide palmitique, ainsi qu'une petite quantit~ d'un acide sup&ieur 
non identifi6. 

La fraction la moins volatile ales propri~t& physiques et chimiques de l'acide 
mycoc~rosique, CssHs40 s (voir r~fs. 7-IO): ~quivalent mol~culalre, analyses ~l&nen- 
tares, pouvoir rotatoire ([Ct]D --8°), spectre infrarouge*. 

La spectrom6trie de masse de 1'ester m6thylique de cette fraction montre cepen- 
dant qu'il s'agit d'un m~lange de six it sept acides ayant des formules brutes CuHssO s, 
(environ 15 % du m~lange) C27H6~Os, C.Hr~O v C . H . O  s (environ 7 ° %), C ~ O  v 
CssHuOt (traces).** 

La pr&ence d'un pic de base it role lOZ et d'un grand pic it role 88 (66 % dupic 
de base) et de pics tr~s faibles it role 87 (1.9 %) et it role 74 (l.O %) moutrent que ce 
m~lange d'acides consiste essentiellement en substances portant un m~thyle en C-2 
(voir r(~f. II). 

La comparaison des pics it role 115 (i.o %), m/e 129 (6. 9 %) et role 157 (0.6 %) 
montre que le C-4 porte 6.galement un m~thyle, au moins dans le constituant principal. 

* SMn't~ *t a/. s avaient d~j~ signal6 la p r~ence  d'acide mycoc6rosique dans le mycoside B. 
** Nous remercions le Dr. R. RYHAOE (Stockholm) pour les spectres de m~e_ des acides myco- 

c~,rosiques et  du ph6nol-glycol B, ainsi q u e  le Dr. W. VETrE~ (Gif) pour l ' interpr6tation de ces 
spectres. 
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La m~me conclusion s'impose en ce qui concerne le C-6 (pics ~ m/e 157 (0.6 %); 
role 171 (3.5 %) et role 185 (0.6 %) (voir r6f. 12) (formule (I)). 

2 4 6 
CI:I a O C - - C H - - C H  z ~ C H ~ C H  z - - C H ~ C H ~ - - R  

i, I II ) I ll) 
O CH 3 | C P I s  [ CH a 

~ - -  | 171 

I O I ~  129 

Nous voyons donc que nous sommes en pr6sence de trois repr6sentants de la 
"s&ie mycoc&osique" ( I I ) .  

CH3(CHz)lsCH~ ( C H - - C H z ) . C H  COOH (II) 
I I 
CH a CH 3 

L'acide en C,e (n = I) repr6sente environ 15 %, l'acide en C~9 (n = 2) environ 
7 ° % des acides de cette fraction, tandis que l'acide en Ca2 (n = 3) n'est pr6sent 
qu'A l'6tat de traces. 

Les acides en C~, C2s et Cao qui font ensemble 15 % du m61ange ont probablement 
des structures ramifi6es analogues. 

Rappelons que l'acide mycoc6rosique 6tudi6 par spectrom6trie de masse par 
ASSELINEAU a al. 9 provenait d'une souche humaine de M. tuberculosis et que son 
constituant principal 6tait l'acide en Ca,, portant quatre ramifications ( I I ,  n - -  3)- 

Dans toutes les fractions de mycoside B obtenues par chromatographie, nous 
retrouvons les acides gras normaux et 1' "acide mycoc6rosique" A peu pros dans les 
m~mes proportions, correspondant A environ I mol6cule d'acide palmitique (ou de 
ses homologues) pour I mol6cule d '"acide mycoc6rosique". De ce fait, il semble 
vraisemblable que le mycoside B contient en moyenne une molecule d '"acide 
mycoc~rosique" pour une moMcule d'acide en Cle ou homologue*. 

Pour l'6tablissement de la formule brute et de la structure du mycoside B nous 
n6gligerons les constituants acides mineurs et nous admettrons que le mycoside B 
contient une mol6cule d'acide palmitique et une molecule d'acide C2~-mycoc&osique 
( I I ,  n = 2) .  

Structure du phdnol-glycol B 

L'analyse 616mentaire du phdnol-glycol B correspond ~ la formule brute Ca2HssO4 
et le dosage de m6thoxyle montre la pr6sence d'un m6thoxyle. Le dosage de Kuhn- 
Roth indique la pr6sence de deux (C)-CH 3. Les petites quantit6s de phenol-glycol ]3 
dont nous avons dispos6 n 'ont permis que peu de r6actions chimiques; les conclusions 
structurales sont tir6es principalement des donn6es spectroscopiques. 

Spectre ultraviolet: Le spectre ultraviolet du ph6nol-glyco~ B dans l'atcool pr6sente 
deux maxima, l 'un ~ 225 m/z et l 'autre ~ 279 m/z. Dans une solution I N de NaOH 
dans l'~thanol, les maxima sont fortement d6plac6s vers les grandes longueurs d'ondes 
et les extinctions sont sensiblement augment6es (voir Tableau i). Ce ph6nom~ne est 
caract~ristique des ph6nols x3. 

* L 'ensemble  cor respond bien ~ uno formule moyenne  CzaH4sO 2 t rouv6e par  t i t r a t i o n  e t  pa r  
analyse  616mentaire du m61ange b ru t  des  acides. 

Biochim. Biophys. Acts, 7 ° (I963) 44~-45 ~ 
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T A B L E A U  I 

MAXIMA D'ABSORPTION ULTRAVIOLETTE DU MYCOSIDE B ET DE ~UEL~UES DtRIV~S 

~. max. Amax. ~t max. 
Produit Solvant (m/~) t (mu) s (m~) 8 

Mycoside B Cyclohexane* 222 8500 274 136o 28o I I I O  

Glycoside B l~thanol 223. 785 ° 274 lO4O 281 86o 
i N N a O H  dans l '6thanol - -  - -  275 I 1oo 28I 91o 

Lipide B Cyclohexane* 222 775 ° 274 9oo 281 8o 5 

Ph6nol-glycol B t~thanol 225 71oo 279 177o 
I N N a O H  dans l '6thanol 242 i 1 2oo 296 29oo 

Ph6nol-glycol B t~thanol 223. 7060 276 15oo 283 x32o 
monom6thyl6  I N NaOH dans  l '~thanol - -  - -  276 161o 284 143o 

* Le mycoside B e t  le lipide B sont  insolubles dans l '6thanol. 
** Les absorpt ions  ne peuvent  ~tre lues qu 'g  pa r t i r  de 228 m/,  environ et on n e  p e u t  pas  voir  

le le t  m a x i m u m .  

Spectre infrarouge: Le spectre infrarouge du ph6nol-glycol B (fondu et resolidifi6) 
pr6sente une large bande OH ~ 3330 cm -1 et une s6rie de trois bandes tt I6IO, 1595 et 
151o cm -1, caract6ristiques du noyau aromatique. 

La pr6sence d'une bande tt 825 cm -1 montre que ce noyau aromatique est 
disubstitu6 en para. Le spectre de r6sonance magn6tique nucl6aire donne la m~me 
indication: le noyau aromatique porte donc un hydroxyle et une chatne aliphatique 
en para l 'un de l'autre*. 

Par traitement du ph6nol-glycol par l'iodure de m6thyle en milieu alcalin 
(K2CO~), on peut m6thyler l 'hydroxyle ph6nolique sans m6thyler les hydroxyles 
aliphatiques. Les maxima du spectre ultraviolet du produit ainsi m6thyl6 ne sont 
pas d6plac6s en milieu alcalin; ceci montre que l 'hydroxyle pMnolique du pMnol- 
glycol B e s t  bloqu6 (voir Tableau I). 

Le spectre infrarouge pr6sente cependant toujours une forte bande A 333 ° cm -1. 
Par traitement du ph6nol-glycol B monom6thyl6 par l'ac6tone anhydre en pr6sence 
d'une trace d'acide p-tolu~nesulfonique, on obtient un produit liquide dont le spectre 
infrarouge est assez analogue ~t celui du pMnol-glycol B, mais ne pr6sente plus de 
bande OH; sa bande C-CH s ~ 138o cm -1 est par contre beaucoup plus intense. 

En chauffant ce produit dans l'alcool avec une trace d'HC1, on obtient A nouveau 
le ph6nol-glycol B monom6thyl6. 

Nous avons ainsi la preuve de la formation d'un d6riv6 isopropylid~ne de l'6ther 
m6thylique du pMnol-glycol B. Ceci prouve la pr6sence de deux hydroxyles, en 
ou en ~ Fun de l'autre, sur la cha~me aliphatique. 

D'autre part, le spectre du pMnol-glycol B m6thyl6, mesur6 en solution o.oo3 M 
dans CC14 pr6sente une bande d'hydroxyle libre A 3632 cm-1 et une bande d'hydroxyle 
associ6 ~ 3545 c m-1. 

La difference entre les fr~quences d'absorption des hydroxyles fibres (secondaires) 

* Nous remercions v ivement  M. M. F~TxzoN pour  l ' in terpr~tat ion des spectres  in f r~ouges  e t  
* M. A. GAUDEMER pour  celle du spectre de r~sonance magn6t ique  nucl6aire. 

B i o c h i m .  B i o p h y s .  A a a ,  7 ° (i963) 442-451 
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et des hydroxyles associ6s intramol6culairement correspondrait A ceux d'un fl-glycol*, 
,4V = 87 cm-~ (voir r6f. 14). 

En r6sum6, le ph6nol-glycol B e s t  un ph6nol para-substitu6 dont la chalne ali- 
phatique porte un groupement fl-glycol, probablement disecondaire, et un m6thoxyle. 

Spectre de masse: Le spectre de masse de l'6ther monomdthylique du ph6nol- 
glycol B montre un pic de base ~ m/e 121 correspondant au fragment CHaOC6H~CH~-, 
ce qui confirme les rdsultats expos6s ci-dessus et permet de conclure, en plus, qu'il 
y a bien un CHz en para du OH ph6nolique. Par analogie avec le spectre de masse 
du phtioc6rol 1~, 16 (iII) 

C H a ( C H 2 ) n C H C H e C H ( C H 2 ) 4 C H - - C H C H 2 C H  3 n = 20 ou  22 (III) 
I I l J 

O H  O H  C H  3 0 C H  3 

- - C H C H ~ - - C H  8 
nous pouvons attribuer le pic : m/e 73 ~t la structure I et un pic 

O C H  a 
- - C H - - C H  - - C H 2 C H  a 

m/e IOI A la structure 1 ] **. Les deux bouts de la chalne aliphatique 
C H  a O C H  s 

du ph6nol-glycol B sont ~/insi d6termin6s. 
Quant au poids mol6culair.e du ph6nol-glycol B, il semble qu'on puisse le d6duire 

d 'un petit  pic ~ m/e 518 qui pourrait correspondre ~ une mo16cule ayant  perdu 2 
hydrog~nes; le poids mo16culaire serait ainsi 520 correspondant ~ la formule de l'6ther 
m6thylique CaaH6oO 4. 

Le ph6nol-glycol B aurait ainsi la formule brute Ca~HsaO 4 et la formule par- 
tielle (IV). 

H O x ~ - - ~ / C H 2 ( C H ~ ) x C H - - C H 2 - - C H - - ( C H ~ ) ~ C H - - C H C H ~ C H  3 x + y = 16 ( IV)  

O H  O H  C H  a O C H  8 

Structure du glycoside B 

L'analyse ~16mentaire et le dosage de m~thoxyle du glycoside B, F 43-44°; laid 
--360 dans le CHC1 v sont en accord avec la formule brute C30H~oO 8 avec 2 m6thoxyles, 
formule correspondant A un glycoside contenant une moMcule de 2-O-m6thylrhamnose 
et une mol6cule de phenol-glycol B. 

Le spectre ultraviolet du glycoside B dans l'6thanol pr6sente 3 maxima (voir 
Tableau I), qui ne sont pas d~plac6s vers les grandes ]ongueurs d'ondes par addition 
de soude. Dans le glycoside B, l 'hydroxyle ph6nolique est d0nc bloqu6, ce qui prouve 
que le 2-0-m~thylrhanmose est li~ A l 'hydroxyle ph~nolique du ph6nol-glycol B. 

Le glycoside B s'hydrolyse facilement dans l'alcool chlorhydrique aqueux, 
lib6rant le ph6nol-glycol B et le 2-O-m6thylrhamnose identifi6 par son RF. Son 
pouvoir rotatoire mesur6 dans l'eau est de --27 ° (la litt6rature donne pour le 2-0- 
m~thyl-L-rhamnose u n  [0~]D de +24  ° et de +31° dans l'eaule). 

Le sucre du mycoside B e s t  doric le 2-0-m6thyl-D-rhamnose. 

* N o u s  r e m e r c i o n s  v i v e m e n t  M.  CHABAUD p o u r  s o n  a i d e  d a n s  l a  m e s u r e  e t  l ' i n t e r p r 6 t a t i o n  d e  
ce  s p e c t r e .  

** SMITH et a l .  2 a v a i e n t  d 6 j h  s u p p o s ~  q u e  le m y c o s i d e  B c o n t i e n t  u n  " a n a l o g u e  a r o m a t i q u e ' "  
d u  p h t i o c d r o l .  

Biochim. Biophys. Acta, 7 ° (1963) 4 4 2 - 4 5 i  
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Rappelons que tr~s r6cemment MARKOWITZ 1~ a isol6, pour la premiere lois semble- 
t-il, le D-rhamnose (et le 6-d~soxy-D-talose) d'un polysaccharide bact~rien. 

La diff6rence n6gative des rotations mol6culaires du glycoside B et du 2-0- 
m6thyl-D-rhamnose (--240°)--(--48°): --1920 indique qu'il s'agit d'une fiaison 
]3-glycosidique*. 

Structure du lipide B 

Le lipide B, F 30-32°, [et]D ----7°, a un spectre ultraviolet avec deux maxima, tt 
222 et 274 mt~ (dans le cyclohexane) ; il n'a p.as 6t6 possible .de faire des spectres en 
pr6sence de NaOH, pour des raisons de solubilit6. Le spectre infrarouge du lipide B 
pr6sente des bandes esters tt 172o cm -~. 

Puisque nous savons que dans le glycoside B l'hydroxyle ph~nolique du ph6nol- 
glycol B e s t  glycosid6 par le sucre, les deux mol6cules d'acides gras du mycoside B 
doivent ~tre est6rifi~es avec les OH glycoliques du lipide B. 

Nous avons d~cid6 de n6gliger les acides gras mineurs et d'admettre qu'il y a une 
mol6cule d'acide palmitique et une d'acide C~-mycoc6rosique (voir ci-dessus). Le 
lipide B doit donc avoir la formule brute CT~HtI~O e (calcul6e d'apr~s ses constituants: 
CazH~,O~ + C~H~O~ + Cx~HszO~ ~ 2H~O) ; cette formu!e est en assez bon accord 
avec les valeurs trouv6es. 

Structure du mycoside B 

L'analyse 616mentaire et le dosage de m~thoxyle du mycoside B correspondent 
~t une forrnule globale C84HaseOxo avec deux m6thoxyles. D'apr~s les proportions des 
diff6rents constituants obtenus par hydrolyse, le mycoside B contient: 
I mol6cule de 2-0-m6thylrhamnose C7H1406, I mol6cule de phenol-glycol B C3~H68Od, 
I mol6cule d'acide palmitique** CleHs~O ~ et I mol6cule d'acide C29-mycoc6rosique*** 
Cz~H580~. 

Les r6sultats de notre travail permettent de proposer pour le mycoside B la 
formule provisoire (V), o~x la structure exacte du ph6nol-glycol B e t  l'emplacement 
respectif des deux mol6cules d'acides gras restent ~t pr6ciser. 

C143 
~J J---~O O --'~/ \~--CH2(CH2)x'CH-CH2--CH--tCH~]Y -CH-CH-CH2-CH3 
?/~ ,,i \ / I t I I 
-- ~[ \ / O 0 CH30CH 3 
~P~.OH H.,c 7#'I I i (v) 

HO ~ H CH3 (cHl)!4CO OC((~ H-CH2)3-(CH2)'Is-CH3 
H H x+y=l(5 CH 3 

Myco~kle 

PARTIE EXP~RIMENTALE 
Isolement 

Le mycoside B a ~t~ isol~ par chromatographie part]r dun  extrmt m~thanolique 

Isolement 
~ 1  " J " • 

de BCG pr~alablement d~graiss~ ~ l'ac~tone. 
La fraction contenant le mycoside B a ~t~ relMr~e grice ~t son spectre infrarouge 

* Quelques pr6parations de mycoside B donnent  ~ l 'hydrolyse acide une deuxi~me, faible 
tacbe r6v6lable au ph ta la te  &anil ine et  dont  le RF correspond ~ celui d 'un  di-O-m6thylrhamnose. 

* * Ou, en proport ions plus faibles, d'acides myrist ique ou st~arique. 
*** Ou, ell proport ions plus faibles, d'au*.res acides analogues. 

Biochim.. Biophys.  Acta, 7 ° (1963) 442-45~ 
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(bande A 151o cm-1). I1 s 'agit  d ' une  fraction soluble ~ froid dans un  mdlange 6 t h e r -  
m6thano l  (I : I, v/v), mais  insoluble dans  le m6thanol  pur. 

11.5 g de cette fraction sont  chromatographids sur 350 g d ' un  mdlange de trisilicate 
de magn6sium-C61i te  (2:1). Les 61utions sont  de 250 cm 3. 

Poids(mg) laiD Extinction mol&ulaire 
d~ ,2:,.,. o m/~* d~ .~74 re,u* 

I Ether de p6trole o 
2 Ether de pftroM o 
3 Ether de p6trole-benz~ne (3 : I) Traces 
4 Ether de p6trole-benz~ne (i : i) 4o84 
5 Ether de p6trole-benz~ne (i : 11 i131 
6 Ether de p6trole-benz~ne (I : i) 244 
7 Benz~ne 313 
8Benz~ne 567 
9Benz~ne I2I 

Io Benz~ne 409 
xlBenz~ne 194 
I2Benz~ne 087 
IDBenz~ne 049 
I4Benz~no-6ther (96:4) 293 
I5Benz~ne-6ther(96:4) 38o 
I6Benz~ne-6ther (96:4) i41 
17Benz~ne-6ther(96:4) to 4 
18Benz~ne-6ther (96:4) o98 
I9Benz~ne-6ther (96:4) 235 
2oBenz~ne-dther (96:4) 235 
2IBenz~ne-fther(96:4) 183 
22Benz~ne-6ther(96:4) 241 
23Benzfine-6ther{96:4) 158 
24Benzfine-6ther(96:4) 173 
25Benzfine-6ther (9o:1o) 178 
26Benz~ne-fther (9o:Io) 187 
27Benz~ne-6ther (80:20) 3Ol 
28Benzfine-6ther (50:5 o) 577 
29 Ether 335 
3o Ether 2io 
31 Ether 215 
32 ~ther-m6thanol(95:5) 045 

185o 34 ° 

2300 280 
--18 ° 715 ° lO8O 
--2o ° 8400 136o 
--22 ° 8500 136o 
--23 ° 81oo 134o 
--21 ° 8050 125o 
--23 ° 81oo 138o 
--25 ° 4900 94 ° 

154o 
1180 --- 

* CalcuM en admettant le poids moMculaire de 1326 pour le mycoside B. 

Les fract ions 2o-24 sont  consti tu6es par  du mycoside B re la t ivement  pur. 

F 25 ° environ.  La fraction 22 a 6t6 analys6e. 
(Calcul6 pour  Cs4H15sO10: C, 76.1; H, 11.9; OCHD, 2.3 %. Trouvd:  C, 76.4, 76.6; 

H, 12.0, 12.0; OCH v 4.3, 4-4.) 
I~tant  donn6 que le mycoside B n 'es t  pas un  produi t  homog6ne, mais une famille 

de produi ts  diff6rant par  la na tu re  de leurs acides gras, son analyse 61dmentaire peut  
var ier  dans  cer ta ines  limites. C'est ainsi que SMITH, RANDALL et al. s ont  trouvd, pour  
leur pr6para t ion  de mycoside B, l ' analyse  su ivante :  C, 77.1; H, 12.3; OCHa, 4.0. 

Hydrolyse  acide du mycoside B 

8o nag de mycoside B sont  mis en suspension dans 5 ml  d 'acide chlorhydrique N 
e t  chauff6s 16 h ~t lO5 ° ~t l 'dtuve en ampoule scell6e. Le produi t  est repris par  l '6ther 
e t  l ' eau ;  la solut ion ~th~rde, lav6e jusqu'b, neutral i t6  et 6vapor6e, donne 72 mg (soit 

Biochim. Biophys. Acta, 7 ° (i963) 442-451 
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9 o % du poids de d6part; en th~orie le lipide B repr&ente en poids 88 % du mycoside 
B). L'~therosoluble est chromatographi6 sur 4 g de silicate d&activ~ par 4 % d'eau. 
l~lutions de 20 ml. 

x ]~ther de p6trole o m g  
2 l~ther de l~ t ro le  o 
3 ]~ther de p6 t ro l e -benz~ne  (I : i) 
4 ~ t h e r  de p ~ t r o l e - b e n z ~ n e  (1:3) 3 
5 Benz~ne  I2 
6 B e n z ~ n e - ~ t h e r  (98: 2) ~o 
7 Benz~ne -~ the r  (98 : 2) 4 
8 B e n z ~ n e - ~ t h e r  (9o: IO) 6 
9 B e n z ~ n e - ~ t h e r  (75 : 25) I2 

Io ]~ther 2 

La Fraction 6, F 3o°; [~']D --7 ° est constitu6e par du lipide B. 
(Calcul6 pour CT~HI,tO s, C, 79.3; H, 12.5; OCHs, 2.6%. Tronv6: C, 79-7; 

H, 12.7; OCH v 2.1). 
Cette fraction ne contient pas de sucre (test ~ l'anthrone) ; eUe est soluble dans 

l'6ther, le benz~ne, le cyclohexane et insoluble dans l'alcool. 
L'hydrosoluble du mycoside B dessalifi6 sur colorme d'Amberlite MB3 et con- 

centr6 est chromatographi6 sur papier dans le syst~me de solvants butanol-acide 
ac6tique-eau (5:1:4). Les chromatogrammes r6v616s par le chlorure de p-anisidine 
montrent un spot de Rrhsmnose = 1.51 correspondant A celui donn6 par MAcLENNAN 
pour le 2-O-m6thylrhamnose~, e t  un spot beaucoup moins intense de Rrh~mno6e = 1.91. 

Hydrolyse alcaline du lipide B 

250 nag de lipide B dissous clans IO ml de benz~ne et additionn~s de 1o ml de 
potasse alcoolique ~ 6 % sont chauff6s ~ reflux pendant 8 h. Le produit de r6aetion, 
concentr~, est repris par l'~ther et l'eau; la fraction acide est s~par~e (IiO mg), fraction 
semi-liquide, 6quivalent mol6culaire 36o; la fraction nentre, lav6e jusqu'A neutrali- 
t6, 6vapor6e et s6ch6e (139 mg) est chromatographi£~ sur silicate de magn6sium (5.6 g). 
1~lutions de 3o ml. 

I ]~ther de p~ t ro le -benz~ne  (2: i) 18 m g  
2 ]~ther de p6 t ro l e -benz~ne  (x : 2) i2  
3 Benz&ne Io 
4 Benz~ne 6 
5 Benz~ne Traces 
6 B e n z ~ n e - 6 t h e r  (98: 2) 8 
7 B e n z ~ n e - 6 t h e r  (96: 4) 32 
8 B e n z ~ n e - 6 t h e r  (96: 4) 14 
9 B e n z ~ n e - 6 t h e r  (9o:Io)  9 

I0 ~ t h e r  5 
i i l ~ t h e r - m ~ t h a n o l  (95: 5) Traces 

Les fractions 7 + 8 + 9 sont r6unies: F 55°; [~]D --3 °- 
(Calcul6 pour C32H5804: C, 75.8; H, II.5 ; pour I OCH3, 6.2; pour I-C-CHs, 5-3 %- 

Trouv6: C, 75.6; H, II.6; OCH v 5.4; -~C-CH3, 11-7-) 
Les premieres fractions qui poss~dent encore un "spectre aromatique" sont 

constitutes par du "lipide B" non hydrolys6. 
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Hydrolyse alcaline du mycoside B 
I76 mg de mycoside B dissous dans 5 ml de benz~ne sont additionnds de 8 ml 

d'6thanol contenant 6 % de potasse et chauff6s 5 h ~ reflux. Le produit est repris 
par l'6ther et reau, la phase ~th~r6e est 6puis6e en milieu alcalin, puis acidifide et 
lav6e jusqu'~ neutralit6. 

La fraction neutre p~se 97 mg, La fraction acide, semi-liquide, p~se 81 mg 
(~quivalent mol6culaire 380). 

La fraction neutre est chromatographi6e sur 4.5 g de silicate de magn6sium; le 
produit insoluble darts l'6ther de p~trole est dissous dans le benz~ne. 

I I5 ml  bonz6ne Traces 
2 15 ml benz~ne-6 ther  (98:2) 21 mg  
3 25 ml  benz6ne-6 the r  (96: 4) io 
4 I5 ml benz6ne-6 the r  (95:5) 4 
5 25 ml benz~ne-6 the r  (75 : 25) 7 
6 25 ml  6ther 35 
7 25 ml 6ther i i 
8 25 ml 6ther Traces 
9 25 ml 6 t h e r - m 6 t h a n o l  (95 : 5) o 

Les premifires fractions sont constitu6es par le mycoside B non hydrolys6; les 
fractions 6 + 7 sont r6unies: F 38°, [aJD --35 °. 

I1 s'agit du glycoside B. 
(Trouv6: C, 70.3; H, lO.7; OCHv 9.0. Calcul6 pour C39H~oO 8 C, 70.2; H, lO.6; 

pour I OCHs, 4.6 %.) 

Hydrolyse acide du glycoside -B 
128 nag de glycoside B sont dissous dans 6 ml de m6thanol chlorhydrique N e t  

laiss6s 24 h k la temp6rature ordinaire, puis chauff6s 4 h A reflux. On s6pare l'6thero- 
soluble (soit 99 ma) de l'hydrosoluble (29 mg). 

L'6therosoluble chromatographi6 sur silicate est ~lu6 en majorit6 par un m~lange 
ben~ne-~ ther  (95:5). Son point de fusion, son spectre infrarouge, son spectre 
ultraviolet sont identiques A ceux du phenol-glycol B. 

Analyse des acides gras 
25 ° nag d'acides gras provenant du mycoside B (~quivalent mol6culaire 37o) 

sont distill~s sous vide dans un tube A boules. 
La premiere fraction (7 ° rag) E 16o-18o ° sous o.oi mm Hg (temperature du 

bain d'air) cristallisant par refroidissement, a 6t6 ensuite m~thyl~e par le diazo- 
m6thane et analys6e par chromatographie en phase vapeur. 

Entre 18o et 250 ° il distille peu de produit (environ 15 mg~. 
La deuxi~me fraction E 25o-3o0 ° est constitu6e essentiellement par de }' "acide 

mycoc6rosique". Equivalent mol~culaire 5oo. Pas d'absorption en ultraviolet au- 
dessus de 215 m/z, [=]D --8 °dans  le CHC1 a (c ----- 0.3). 

Apr~s m6thylation par le diazom6thane, cette fraction a 6t6 soumise ~ la spectro- 
m6trie de masse. 

M~thyla2ion du phdnol-glycol B 
Apr~s l'6chec d'un essai de m6thylation du phenol-glycol B par le diazom6thane, 

nous l'avons m6thyl6 par riodure de m6thyle en milieu alcalin. 30 mg de ph6nol-glycol 
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B e n  solution dans 4 ml d'ac~tone sec sont chanff~s tt reflux pendant I2 h avec I ml 
d'iodure de m~thyle Iratchement distill6, et x g de carbonate de potassium sec avec 
agitation. Au bout de I2 h on rajoute I g de K~C0~ et I ml d'ICH~. Le produit est 
ensuite extrait  ~t l'~ther, lav~ ~ l'eau, puis tt l'acide. On constate que le phenol est 
m~thyl~ par le fait que les maxima du spectre ultraviolet ne sont plus d~plac~s en 
milieu alcalin. 

Preparation du ddriv~ isopropylid~ne 
25 rag de ph6nol-glyeol B en solution dans To ml d'ae6tone sont chanff6s 3 h / t  

reflux avec quelques cristaux d'acide p-tolu6nesulfonique. L'ac6tone est chass6e sous 
vide, le produit repris /t l'6ther, lay6 /t la soude, et chromatographi6 sur silicate. 
Avec le benz6ne on 61ue 6 mg d'un produit dont le spectre infrarouge ne pr&ente 
plus de bande dans la r6gion de 36oo cm -~ tandis que celle ~t I38O cm -~ est devenue 
beaucoup plus intense. 

Ce produit mis en solution clans l'alcool avec une trace d'HC1 aqueux et chauff6 
x h ~t reflux redonne le ph6nol-glycol B. 
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RESUM]~ 

Le mycoside B, giycolipide caract~ristique des souches bovines de .~Ir. tub6rcuJosis, 
est un m~lange de substances homologues diff~rant par la nature des acides gras. 
Le repr~sentant principal a la formule brute Cs4H1s6010 et contient une mol6cule 
de 2-0-m~thyl-D-rhamnose, li~e sous forme de ~-glycoside avec I'OH ph6nolique 
d'un ph~nol-giycol m~thoxyl~ Cs,HssO~, dont les deux OH aliphatiques sont est~rifi~s 
par une mol6cule d'acide palmitique et une mol~cule d'acide C~9-mycoc~rosique. 
Pour le mycoside B une formule provisoire est propos~e (voir formule (V)). 
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