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R6sum4--Lea hy~xyacides dea deux circa s6par& dea acides normauz sur une coIom~ de trisilicate de 
magnesium, so& chromatographi& sous forme d’a&toxycaters m&h liques. Lea constituants & nombre 
pair et impair d’atomes de carbone de Cl* B C+, sont ainsi d&&s &us 
pommes contient Ies hydroxyacid@ pairs et itnm de c;, A Clg. 

la tire de Camzmba; la tire de 

Abstmct-The hydroxyacids from both carnauba and apple waxes, were separated from the normal acids 
on a magnesium silicate column, and examined by gas ~rna~~phy as methyl acetoxy eaters. Camauba 
wax was shown to contain constituents with both odd and even numbers of carbon atoms from &, to C,, 
and apple wax contained similar components from C& to CII. 

LJZS hydroxyatides dkouverts jusqu’a present dam les &es des v&&aux supkieursl sent 
des constituants a longue cWne mohkulaire, pr&entant un groupement fouctionnel a&de 
& une extr&nite de la chafne et un groupement alcool prima&e B l’autre extr&nit& Ce sont 
done des ~-hydroxy~des de formule g&kale H~CH~~-C~H. 

Les travaux deja anciens de Bougault et Bourdk? ant mom& que les tires des coniferes 
(.Tzuz@erus, Picea, Pinw, Tlzuja) renferment en forte proportion (SO pour cent) les deux 
hydroxyacides suivants : l’acide juniperique (16-hydroxyhexadkanofque) et Wide sabinique 
(l~hydroxyd~~o~que). Dans les &es naturelles, ces corps sent polym&is&s en longues 
chaines; une fonction acide d’uu ~nsti~t estiri%e la for&on alcool du suivant selon 
le schema: 

--o-wJUWcHJG 

Bougault et Bowdie+ ont nomm6 “e&Aides” ou ‘Wholides” ces polym&es lipidiques 
de type nouveau, par analogie avec les saccharides ou les peptides. 

Les &es ~~os~~es sent beaucoup mains riches en hydroxy~des. Cependant 
Murray et Schoenfeld,* en 1955, ant montre que la tire du palmier b&&lien Ccperticia 
cerifera (plus cormue sous le nom commercial de tire de Camauba) contient cette catigorie 
de cons&ants. Par distillation fractionnee sous pression r&kite des d&iv& a&y& ces 
auteurs ant identifie dam la tire de Carnauba tous les o-hydroxyacides normaux, & nombre 
pair d’atomes de carbone, de C,, B C,,. 

En 1961, Downing, Krantz et Murray4 ant repris l%tude des constituants de la tire de 
Camauba par chromatographie en phase gazeuse. Ils ant compl& les n%ultats des auteurs 
precedents en isolant notamment des traces d’hydroxyacides a nombre impair d’atomes de 
carbone, de CB1 a &, et en ajoutant les hydroxyacides pairs en Cs, et C, a la liste des 
consti~~~ pr&demment etablie. 

Poursuivant notre &de de la ~position chimique des tires de pornme@ nous avons 
aborde l’analyse des hydroxyacides pr&ents dans la tire solide cuticulaire en employant 
aussi la chromatographie en phase gazeuse. Cependant now n’avons pas choisi le m&me 
1 D. T. DOWNIN& Rev. Pure ofid Appl. Chem. 11,196 (1961). 
* J. BOUQAULT et L. B~URD~BR, Cowr. Rend. 147,1311(1909). 
aK,E.M~yet~~, Australiast 3. Chem. 8,437 (1955). 
4 D. T. DOWNIIW, Z. & KRANZ et K. E. MURRAY, Australian J. Chem 14,619 (1961). 
6 P. MAZLKAK, Phyt~~?~y 1,79 (1962). 

253 



254 P. MAZLIAK 

type de d&-ive volatil que les auteurs australiens. Ceux-ci transformaient les hydroxyacides 
par reduction, successivement en diols, puis en hydrocarbwz~ (par l’intermediaire des 
diiodides de diols); nous avons de notre c&e transform6 les hydroxyacides d’abord en 
esters methyliques puis en adtoxyesters m&thyliques, en acktylant secondairement la 
fonction alcool primaire, selon le schema: 

HO-(CH,J,AZOOH 
II. acktylation 4 4 I. mkthylation 

CH8-COO-(CH&-C00-CH_CHs 

Ces acktoxyesters sont suffisamment volatlls pour donner de beaux pits sur les chroma- 
togrammes. L’identiikation de ces pits presente ntamnoins quelques difllcultes parce 
qu’il est impossible de trouver dans le commerce les hydroxyacides tcmoins n6cessaires a 
l’etalonnage des systemes chromatograpbiques. 

Nous avons pris comme references deux melanges d’hydroxyacides naturels deja 
&udiCs par d’autres auteurs. ll s’agit :( 1) du melange des deux hydroxyacides que Kirrmann 
et DuhameP ont isole a partir de 1’ “acide phellonique” brut du liege.7 (2) du melange des 
hydroxyacides naturels de la tire de Carnauba, etudits par les chercheurs au&aliens cites 
plus haut.3*P 

Nous avons pu ainsi retrouver, par une methode nouvelle, les rksultats de Downing 
et al., puis etalonner nos systkmes chromatographiques pour l’analyse des hydroxyacides 
de la tire de pommes oh cette categoric de constituants n’avait jamais et6 ttudiee. 
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FIG. 1. CHROMATOG- DES DkRMb (AdTDXYE5TBRS) DE L’ACIDE PHELLONIQUB BRUT (RN HAUT) 

JiT DES HYDROXYACIDES DE LA CIRB DE CARNAUBA (EN BAS). (1 = INJECTION.) 

6 A. KIIWUNN et L. DUIUMEL, Compt. Rend. 2!54,1303 (1%2). 
p Nous remercions Mine. DunwE L (Lahoratoirc de Chimie Organique de i’E.N.S.) et M. LEFORT (L.ab~m- 

toire de Lipochimie du CNRS) qui nous ont prow6 i“‘acide phehonique” brut). 
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Lcs hydroxyacides des deux tires ont 6ti s6pa1-6~ des acides normaux par chromato- 
graphie sur colonne de trisikate de mag&sium, A 5O”C, apr&s saponifkation de la tire brute 
puis m&hylation. 

L+es Hydruxyacides dk la Cire dk Gamauba 

La partie sup&ewe de la Fig. 1 montre un chromatogramme, obtenu A 3OO*C, sur 
colonne de silicone, de l’acide “phellonique” brut du liege. Comme Kimnann ct DuhameP 
nous trouvons deux constituants pour ce corps brut; ces auteurs ont montr6, & hide de 
t&moms synth&i& au laboratoire, qu’il s’agit des acides 22,hydroxydocosanojrcXue et 24- 
hydroxytktracosano~que, formant respectivement 80 et 20 pour cent du produit brut.’ 
En bon accord avec ccs rkwltats la surface du deuxieme pie est @ale au quart de la surface 
du premier pit sur notre chromatogramme. 

Ces premiers rksultats nous permettent de d&rminer graphiquement les volumes de 
r&.ention thkiques de tous les hydroxyacides de Cl9 B C,, par exemple, chromatographies 
dans les m&nes conditions (sous forme d’ac&oxyesters). 11 stit pour cela d’appliquer la 
formule de James et Martin8 valable pour une s6rie de corps homologues, log VR = k II, 
daw laquelle n est le nombre d’atomes de carbone du constituant pr6sentant le volume de 
r&&ion yR, et k une co&ante de proportionnalit6. L,es deux valeurs obtenues avec les 
hydroxyacides permettent de tracer la droite dormant les logarithmes des volumes de 
rkention (log ymS en fonction du nombre d’atomes de carbone. Les yR sont calcuEs en 
unit& arbitraires, le volume de titention de l’tide 2%hydroxydocosanoIque &ant pris 
comme unit& (Fig. 2). 

275°C 
0. STlkO~ 710~l-fdlium 
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8 

FIG. 2. IImmELB D:“w&L3 
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czIiRmAmR4P~~8IucoNa 710 
275°C ( V’B = volume de rhention rehtif, rnesur6 a partir du pit du solvent ; l’uniti 

est le V’a de l’acide 224ydroxydoccsamSque). 
0 valeun OllkINMS avec 
l ~alews obtenues avec de la circ de mm= 

cboisie 

8 A. T. JAWH and A. J. P. MARTIN, Bbchm. J., 50,679 (1952). 
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La partie inferieure de la Fig. 1 presente le chromatogramme (obtenu a 3WC, sur 
colonne de silicone) des hydroxyacides de la tire de carnauba. Douze pits peuvent Ctre 
denombres et on peut leur faire wrrespondre les hydroxya~d~ &mm&es dans le tableau 1, 
par comparaison de leurs volmes de retention avec ceux des temoins ou avec les valeurs 
theorique caleulees comme il est indique ci-dessus. 

Nous retrouvons ainsi, dans la tire de Carnauba, tous les hydroxyacides que Downing 
et al. avaient pr&-%demment dkouverts. La wmparaison des pourcentages respectifs des 
divers constituants (tableau 1) etablis dans les deux laboratoires est satisfaisante si l’on 
tient compte du fait que ce n’est pas le meme ~~h~tillon qui a Cte analysb dans les deux cas. 

TABLEAU 1. HYDROXYACIDZS DE LA CIRE DE CARNAUBA 

Nom systematique 
Log YE 

mesun% sur le Log VIR des 
chromatogramme* temoius puts 

Pourcentages 
calcules “; 

;:&$$ta&e 

Downkg er aI.’ 
.b 

l~hydroxyd~oxq~ 
1 Zhydroxydodkanoique 
16hydroxyhexadkanoique 
18hydroxyoctadecano~que 
20-hydroxyeicosanoIque 
21-hydroxyheneicosanoisue 
22-hydroxydocosanofque 
23-~droxy~~o~que 
Z~hydro~6~~~o~que 
25-hydroxypentacosanofque 
26-hydroxyhexacosanoique 
27-hydroxyheptacosanolque 
28hydroxyoctacosanoique 
29hydroxynonacosano’Ique 
30-hydroxytriacomanofque 
31-hydroxyh~~i~on~oique 
3~~droxydo~~n~o~q~ 
34-hydrox~~~n~o~que 

--I,14 
- 492 
-0,62 
-0,40 

-1.17 
-0,96 
-0,58 
-0,39 

traces 
95 

2: 

059 
> 

-0,203 -0,20 10:s 
195 

-0,09 -0,lO traces 
O,oO 

t::: 

z$ 
zz 
0119 

2: 
30:2 

:< 
243 

x38 C38 2<8 2::: 

o,sS <58 lT9 300:; 

0;16 ;/6 9,5 9: 
- - - 
- - - tnE 
- - - t&es 

* a 300”. 

Les Hydroxyacides de la Cire de Pomme 

Nous avons d’abord essay6 d”&udier les hy~oxy~des de la tire de pomme (tr~sform~s 
en a&oxyesters) dans les memes conditions que celles employ&es pour la tire de Carnauba. 
Le resultat est pr&entC sur la partie gauche de la Fig. 3. Onze pits peuvent &re denombris 
sur le chromatogramme mais il est immediatement visible que les chahtes mol6culaires des 
hydroxyacides de la tire de pomme sont beaucoup plus courtes que dans le cas precedent, 
ce qui explique la separation insuffisante des divers constituants observee dans cette 
experience. Les volumes de retention de ces pits peuvent n~rno~s ftre determint% dans 
ces conditions et les hydroxyacides enurn&-es dans le tableau 2 correspondent aux volumes 
mesun%. 

Nous avons obtenu une meilleure separation des constituents dans une deuxieme 
experience effectuee a plus basse temperature (275°C); le chromatogramme obtenu dans ces 
nouvelfes conditions est prkente 1 la partie droite de la Fig. 3 avec un chromatogramme des 
deux instincts de 1’ “acide ph~lo~que”. Quatorze pies cette fois sont visibles dont 
onze correspondent aux hydroxyacides &mm&% dans le tableau 2. On remarque qu’a 
cette temperature relativement basse, un des constituants de la tire decele a 300°C: l’acide 
22hydroxydocosanofque, prkent en faible quantite, n’apparaft deja plus. 
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FIG. 3. CIiRO!MA~ 
(ACh-OXYESTEM) DE L’ACWR 

OETBNUS A u)o”c (A GAUCIIB) PUIS A 275°C (A DROITR) DE3 DfSRM!S 

-NIQUR RRUT (RN HAUT) RT DES HYDROXYACIDES DE LA CIRR DE 

PamE (RN RAS). (I = INJECMN). 

Les pourcentages approximatifs des divers hydroxyacides de la tire de pomme, calcuEs 
d’ap& les chromatogrammes, sent indiques dans le tableau 2. Le calcul p&se& une 
certaine incertitude a cause de l’identification imprecise des premiers pits des chromato- 
grammes. 

TABLEAU 2. HYDROXYACIDES DE LA cna DE POMME 

chromatographie A 300” Chromatogcaphk A 275” 

Nom systkmatique % ’ log V’tt 
w . 

mesub sur log V’= da 
log V’B 

mesurfksur log v’, des 
lechromato- tkmoinspurs lechromato- tbmoins purs 

gramme gramme 

lO-hydroxyd&&oIque 
12&ydroxydod$aumIque 

14-hydroxyt&dkanoIque 
1 S-hydroblque 
16AydroxyhexadecanoIque 
:’ 

19-hydroxynonadkanoique 
2GhydroxyeicosanoQue 
2Lhydroxyheneicosanoique 
22-hydroxydocosanolque 

11:4 43 G-21 -0:95 

T3 -0sl 
1:: -0:71 

1017 -0,59 -0,49 
11,o -0,39 
12,9 -0,29 

1X 
$3 

-0,19 -0,09 
O,oO 

--117 
-0196 

--079 
-0i68 
-0,58 
-o/u3 
-0,39 
-0,29 
-0,m 
-0,lO 

00 

-1,32 
-1,28 
-1,M 
-1,Ol 
-0,87 
-0,75 
-0.64 
-0,52 
-0p1 
-0,31 
-0,19 
-0,08 

--126 
-1:os 

-0,85 

DISCUSSION 

Compte term de la composition habituelle des tires vCg&ales en hydroxyacides, nous 
awns assign6 aux composks isoles de la tire de pomme la configuration w-hydroxyltk En 
toute rigueur il est possible, bien qu’improbable que les constituants isoles soient des 
hydroxyacides a fonction alcool secondaire (CH8-CHOH-(CH&-COOH par exemple) 
ou encore des hydroxyacides a chahre ramitie. 



Les corn&es par spectrophotom&rie que nous avons faits (voir Partie Expkimentale) 
nous ont permis de nous assurer que la fraction des acides nor-maw Pl&e en premier lieu, 
ne contenait pas d’hydroxyacides (Fig. 4). Par contre les contrales effectds ne permettent 
pas d’afhrmer que des acides normaux en faible quantite, ne sont pas presents dam nos 
fractions d’hydroxyacides Certains des pits, non identifitk par exemple, pourraient done 
rep&enter des acides normaux. 

cm-l 

m.4. SPECTRES IW%4ROUGJ?S DES PSTBRS IdIBYLIQW DES DEUX FRACTIONS ACIDES DE LA CLRE DE 
CARNAUBA SliPARkS SUR COHXWE DE TJUSl’LICATE DE MAGT+&W.lM. 

il faut cependant remarquer qu’avec les conditions experimentaLes utilisks, seuls les 
acides normaux a t&s longue chake pourraient avoir les temps de retention observes. 

La comparaison des deux categories d’acides, presents dans chaque tire, permet d’ailleurs 
les observations suivantes. 

Dans la tire de Coperniciu cerifera, les deux categories comprennent des corps renfer- 
mant de 16 a 34 atomes de carbone; pour les deux cat&gories ce sont les mohkules a Moore 
pair d’atomes de carbone qui sont presentes en plus grand pourcentage (tableau 3); les 
acides ou les hydroxyacides “impairs” n’appar~ssent qu’a Mat de traces. 

Dans la tire & pomme, les repartitions sont diff&entes. Les acides normaux prtisentent 
des chaines molkulaires (jusqu’en C&* plus longues que celles des hydroxyacides (tableau 
3). De plus les acides normaux “impairs’” n’apparaissent sur les chromatogrammes qu’ii 
Mat de traces alors que les hydroxyacides impairs sont presents en pourcentages importants. 
Tous ces f&its suggkent des voies de bios~th~se difkentes, dans les deux &es, pour les 

a P. MAZUU. Compt. Rend Wo, 2255 (1960). 



hydroxyacides ; les 
composes impairs. 

HydroxyaciaeS des c&s de Pmnme et de Qrnauba 259 

composes pairs ne sont pet&&e pas form& de la meme facon que les 

TABLZAU 3. ACID= DE3 CIRES DE FOMMES ET DE CARNAUBA 

Circ de Camauba” 
No$wc+c+;Wges , 

cirodeponmxs 
f 

acidcs normaux 
3 

acides normaux 
% 

hydr0vde.q 
0 % 

lwdro~d-= 
0 

32 

z 

- 
- 
- 

0;7 

Yj9 
- 

2: 
9:8 
1.0 

28;4 

1::: 

y1 
1;7 

- 
- 

t&es 
196 

trLs 

traces 

2y9 

Gt 

837 

83 

,4 

T? 
t& 
14,3 
- 
- 
- 
- 

19: 
413 

3: 
1017 
11,o 

1:5 
1313 
593 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

*DonkadeDowningetol.4 
t Ce pourcentas comprend une faible proportion d’acida ins&urks 

11 est intkssant eniln de remarquer que dans les membranes v@&ales oh se depose la 
tire, on peut trouver deux autres substances t&s riches en hydroxyacides : la cutine (MaticlO) 
et le liege (Ribas-Marques).U Les cons&ants en sont des types varies: en plus des cu- 
hydroxyackkr, on y a isoh des polyhydroxyucitks (possklant une ou plusieurs fonctions 
alcool secondaire), des hydroxydiucides, etc. 

Dans les tires, les hydroxyacides ou les estolides sont libres, done solubles dans les 
solvants organiques chauds. Dans la cutine ou le liege, par contre, a cause de la prkence 
de corps polyhydroxyles, les chaines polym&is~%s sont l&s en r&au et par cons6quent 
insolubles. 11 est done peu probable que l’extraction des tires entraine des constituants de la 
cutine ou du liege. Une saponification est rkessaire pour liberer les hydroxyacides de ces 
deux substances membranaires. 

PARTIE EXPfiRIMENTALE 

La tire de Carnauba aualyske est le produit commercial foumi par les Etablissements 
Touzart et Matignon (Paris). La tire de pomme est extraite des cuticules selon la m&hode 
Huelin et Gallop.l* 

lo M. MARC, Biochetn. J. 63,168 (1956). 
I1 I. RILW-MUQURS, Chinz. Znd. Paris 68,333 (1952). 
I* H. E. HURLIN and R. A. G-P, Austmlian J. Sci. Research 4,526 (1951). 
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SaponiJication Prealable d&s Cires 

Deux grammes de tire sont saponifies par 100 ml de potasse alcoolique (2N), a la 
temperature d’ebullition douce du melange, sous refrigerant a reflux. La saponification 
dure 8 hr, puis on ajoute 50 ml d’eau distillee a la liqueur: les sels alcalins des acides sont 
complttement dissous dans le milieu apres deux heures d’ebullition. 

On ajoute alors a la liqueur de saponification 150 ml d’iso-octane et 1’ insaponifiable 
est extrait du milieu apt-es 3 hr d’ebullition. L’optration est repMe deux fois. Les acides 
sont lib&& de leurs sels par l’acide chlorhydrique concentre puis extraits par l’iso-octane 
bouillant, comme prkckdemment l’insaponfible. 

Apres evaporation du solvant, les acides sont methyl& par un excb de methanol, en 
presence d’acide para-tolutne-sulfonique comme catalyseur. La methylation dure 3 hr a la 
temperature d’ebullition du melange, sous refrigerant a reflux. Le methanol est ensuite 
evapore et les esters methyliques sont repris par de l’iso-octane bouillant, aprb dissolution 
du catalyseur dans de l’eau bouillante. 

SPparation des Acides Normaw et des Hydroxyacides 

Cette separation est effectuee par chromatographie d’adsorption, selon la methode de 
Downing et al.’ Dans l’appareil a jaquette chauffante pr6ckdemment dkcrit6 on prepare, 
sous iso-octane, une colonne de trisilicate de magnesium de 25 cm de hauteur et 2 cm de 
diamttre. La temperature de la colonne est tixee a 50”. Le melange des esters mtthyliques 
est verse sur la colonne puis chromatographie g&e a une leg&e surpression crete par un 
courant d’air audessus de la colonne. 

Les acides normaux (methyles) sont Clues par 750 ml d’iso-octane. Les hydroxyacides 
(methyl&) sont CluCs ensuite par 1000 ml du melange methanol-chloroforme (l/10 en 
volumes). 

Les specks infrarouges des deux fractions CluCes ont CtR rCali& :13 la bande d’absorp- 
tion caracteristique du groupement -OH a 2.93 ,u, n’apparait que dans la fraction des 
hydroxyacides (Fig. 4). 

AcPtylation des Hydroxyacides 

Cette acCtylation se fait en presence de pyridine selon la methode d&rite prtcedemment 
pour les diols des cires.E 

Technique Chromatographique 

Les analyses ont et6 effectukes dans un appareil Jobin et Yvon (Arcueil) muni d’un 
catharometrc a f?laments de tungsti?ne. Nous avons utilise des colonnes conventionnelles 
en acier inoxydable de 2 m de long et 4 mm de diam&re inttrieur. La phase stationnaire 
employee &it le silicone 710 irnpregnant de la brique C22 (de calibre 60-80 mesh). Nous 
utilisons 20 g de phase stationnaire pour 100 g de brique. 

Le gaz vecteur ttait l’hklium, circulant a travers la colonne avec un debit de 7 I./hr. 
Le gaz sortait de la colonne a la pression atmospherique. La surpression a l’entree Ctait de 
1000 g/cm.* 

Chromatographie dans ces conditions, un hydroxyacide (transformi en acetoxyester 
mtthylique) ptisente un volume de retention a peu pr?s equivalent B celui de l’acide normal 

I8 Nous remercions Mme CAZES (Laboratoire de Chimie macromokulaire du CNRS) qui nous a rttalid 
les spectres. 



Hydroxyacides des tires de Pomme et de Camauba 261 

methyl6 posstiant 6 atomes de carbone en plus (Fig. 2). Ce resultat peut &tre compare 
avec ceux obtenus par Lefort, Pourchez et Paquotl’ sur une colonne de polyester (A 232°C); 
ces auteurs trouvent par exemple que l’acide acetoxy-12-octadkanoique mtthyle (acetoxy- 
ester en C,a prrkente A peu prts le meme volume de retention que l’acide normal methyle 
poss&dant 24 atomes de carbone (La “longueur de chdne @,rivalente” reellement trouk 
par ces auteurs est 23,7 atomes de carbone). 

Les temps de rttention que nous observons pour les dCrivCs oxygents des acides gras 
sont aussi du m&ne ordre que ceux observes par Kitagawa, Sugai et Kummerow.ls Ces 
auteurs trouvent par exemple tm temps de retention de 8,7 min pour le methyl-lZacttoxy- 
St&rate chromatographi6 a 239°C sur silicone Rubber. 

I4 D. LEFORT, A. POIJRCHEZ et C. PAQUOT, 319 in Separation immkd&te et Chromatographie; GAMS editem, 
Paris, 350 pp. (l%l). 

Is I. KITAGAWA, M. SUGAI and F. A. Kumm ow, J. Am. Oil Chemists Sot. 39,217 (1962). 


