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SUMMARY 

Studies on the fatty acids of several Nocardia species 

The free and combined fatty acids from acetone-soluble lipids of N. asteroides, 
N. brasiUensis, N. lurida and N. rugosa have been studied. 

Straight-chain saturated acids from C14 to Can have been found; palmitic acid 
is the major compound in this series. 

The branched-chain saturated acids C16, Can and CaT belong to the iso and anteiso 
series; iso Cas and Io-methyloctadecanoic acids have been identified. 

Several unsaturated acids: 9-hexadecenoic, Io-hexadecenoic, 9-heptadscenoic 
and oleic acids have also been identified. 

INTRODUCTION 

Nous avons d6crit pr6c6demment la pr6paration de plusieurs compos~s lipidiques ~t 
partir d'une souche de Nocardia asteroides ATCC 9969 . Des peptidolipides repr6sentant 
5.5 % du poids sec de mycelium ont 6t6 obtenus ~t partir des extraits 6th6ro-alcooli- 
ques 1. L'un d'eux, la peptidolipine NA, a ~t~ purifi~ et sa structure partiellement 
d6termin6e ~. Cette souche renferme 6galement des acides mycoliques, les acides 
nocardiques ayant environ 50 atomes de carbone s et des alcools A haut poids mol6- 
culaire, les nocardols 4. 

La majeure partie des lipides est repr6sent6e par la fraction ac6tono-soluble des 
extraits 6th6ro-alcooliques. Nous avons 6tudi6 les acides gras pr6sents dans cette 
partie lipidique pour diff6rentes esp~ces de Nocardia. A c6t6 des acides satur6s ~t 
chalne droite ayant de 14 ~ 19 atomes de carbone, nous avons mis eli 6vidence plusieurs 
acides 6thyl6niques et ramifi6s dont nous axons pr6cis6 la structure. Ces acides sont 
pr6sents soft ~ l'6tat libre, soft sous forme d'esters, en particulier de glyc6rides. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Prdpara2io~ des graisses acdtono-solubles -. 

Nous avons 6tudi6 7 souches de Nocardia: 
I, Nocardia as~roides ATCC 9969; II, Nocardia asteroides ATCC 443-2; III, Nocardia 

* 5~me communication sur les constituants des Nocardia. 4~me communication, voir Compt. 
Rend., 256 (1963) 1621. 
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asteroides ATCC 535; IV, Nocardia brasiliensis ATCC 733; V, Nocardia brasiliensis 
ATCC 426; VI, Nocardia lurida; vi i ,  Nocardia rugosa. 

Les Souches I-V ont 6t6 cultiv6es sur milieu de Sauton pendant 4 semaines /~ 
l 'Institut Pasteur, Paris. N. lurida nous a 6td fourni par Abbott Laboratories, North 
Chicago, Ill. (U.S.A.) et N. rugosa provient de Farmitalia, Milan (Italie). 

Les bacilles sont extraits plusieurs lois par un m~lange alcool-dther (I : I)  puis 
par le chloroforme selon la m6thode d'ANDERSON ~. La solution ~thdr~e, lav~e ~ l'eau 
puis s~ch6e sur Na~SO4, fournit apr+s 6vaporation du solvant l 'extrait 6th6ro- 
alcoolique total. Celui-ci est repris plusieurs fois par l'ac~tone et donne en quantit6 
pr6pond6rante une fraction lipidique soluble dans l'ac~tone ~ froid. 

Fractionnement des acides gras 

Nous avons utilis~ la m~thode classique de TWITCHELL 6. Les acides (9 g) sont 
dissous dans l'alcool bouillant (75 ml). On ajoute une solution de 9 g d'ac6tate neutre 
de plomb dans 75 ml d'alcool et I ml d'acide ac6tique. La fraction insoluble dans 
l'alcool chaud est s6par6e par d6cantation et la solution est abandonn6e une nuit 

o °. Les sels de plomb insolubles dans l'alcool froid sont s6par6s par filtration ou 
centrifugation. Le filtrat contient les sels de plomb solubles/~ froid. Les operations 
sont r6p~t6es plusieurs fois sur chaque fraction. 

Sdparation des esters mdthyliques saturds et insaturds 

La formation de complexes entre les compos6s 6thyl~niques et l'ac6tate mercuri- 
que a 6t~ appliqu6e ~ la s6paration des acides gras insatur6sLS. Nous avons utilis~ 
cette m6thode pour obtenir de petites quantit6s d'esters rn6thyliques 6thyl~niques. 
A IO mg d'esters on ajoute 50 mg d'ac~tate mercurique pr6alablement s6ch6 sur 
P,O 5 et I ml de mdthanol anhydre. On chauffe pendant 2 h  ~ 66 ° puis on extrait par 
50 ml d'~ther. La solution est lav6e par l'acide ac~tique 0.5 N puis par l'eau jusqu'~ 
neutralitY, elle est ensuite s~ch6e sur NazSO 4 et le solvant est 6vapor6. Le r6sidu, 
repris par 3 ml d'hexane, est chromatographi6 A l'obscurit~ sur une colonne de 2 g 
de trisilicate de magn6sium. L'ester satur6 est 61u6 par IOO ml d'hexane. L'61ution 
est ensuite effectu~e par le mdlange acide: 6thanol-chloroforme-acide chlorhydrique 
concentr6 (IO:8:1). Le complexe est d6truit et l'ester insatur6 est recueilli dans un 
m61ange eau-dther  (70:50). La phase dth~r~e est lav6e /t l'eau, s~ch~e sur Na~SO4 
et l'ester insatur6 r~cup6rfi apr+s 6vaporation du solvant. 

Fractionnement des esters mdthyliques par chromatographie gaz-liquide 

Les acides gras en solution dans l'6ther contenant IO % de m6thanol sont est6rifi6s 
par le diazom~thane gazeux pr6parfi extemporan6ment ~ partir de nitrosom~thylur6e 9. 
On 6vite ainsi la formation de produits secondaires qui pourraient interf6rer lors de la 
chromatographie gaz-liquide 1°. 

Les esters m~thyliques sont analys6s par chromatographie gaz-liquide sur 
Aerograph A 9 ° P 6quip6 d'une cellule de d6tection ~ r6sistances. La s6paration est 
effectu6e avec une colonne d'Apiezon M, 20 % sur Fire brick (60-8o mesh), longueur 
1.6o m, diam+tre int6rieur 6.25 mm. Une colonne polaire de di6thyl~ne glycol succinate 
20 % sur Fire brick (60-80 mesh), longueur 3.20 m, diam~tre int6rieur 6.25 mm a 
~t6 utilis6e pour certaines s6parations. Le gaz porteur est l'h61ium, d6bit 5o-6o ml/min. 

Les chromatographies preparatives ont ~t6 r6alis6es avec le mSme appareil en 
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utilisant la colonne d'Apiezon M A une tempfrature de 200 °. Lorsque les quantit~s 
disponibles 6taient plus importantes, nous avons effectu6 la pr@aration avec un 
Aerograph Autoprep A 7oo, colonne d'Apiezon L, 2o % sur Fire brick (6o-8o mesh) 
longueur 3.20 m, diam~tre int6rieur 9.5 mm ~ une temp6rature de 2oo °. 

Oxydation des esters dthyldniques par le mdlange permanganate-periodate 

La technique employ6e est celle de VON RUDLOFF n adapt6e par CHANG ET 
SWEELEY TM ~ l'6chelle microanalytique. 

2 mg d'esters sont agit6s pendant 6 h ~ temperature ordinaire avec 3 ml de 
butanol tertiaire, 2 ml d'une solution de Na,C0n A 1% et 4 ml d'une solution d 'oxydant  
contenant 3.85 g de NaIO, et o.395 g de KMnO,/1. La r6action est arr~tde par addition 
de bisulfite de sodium et le milieu est alcalinis6 par addition d'une pastille de KOH. 
Le butanol tertiaire et l'eau sont dvapor6s sous vide ~ 5 o°. Le rfsidu, repris par 3 ml 
d'eau, est acidifi6 par H~SO, ~ 15 % et les acides sont extraits avec 4 fois 2 ml d'6ther. 
La solution dth6r6e est s6ch6e sur NaaSO 4 et l'6ther 6vapord A IO ° sous courant d'azote. 
Les acides sont est6rifi6s par le diazomdthane gazeux 9 et analys6s par chromatographic 
gaz-liquide. 

Oxydation des esters ramifids iso et anteiso 

La ramification iso ou anteiso est raise en 6vidence par oxydation chromiquO 3,14. 
2-3 mg d'esters ramifids sont ajout6s kune  solution de 5o mg de CrO 3 dans o.2 ml 

d'acide acdtique et o.I ml d'anhydride ac6tique. Le m61ange est placd pendant une 
nuit ~t o ° sous agitation puis on ajoute 12 ml d'eau et on ddtruit l'excSs de Cr08 par 
le bisulfite de sodium. L'ensemble est chauff6 et 12 ml de distillat sont recueillis darts 
une solution chlorhydrique de 2,4-dinitroph~nylhydrazine. Les hydrazones sont 
extraites par l 'hexane et identifides par chromatographie en couches minces avec le 
solvant hexane-aleool-dther  (96:2:2) en prdsence d'hydrazones tdmoins is. 

Oxydation des esters rami[ids ~ l'intdrieur de la cha{ne 

Nous avons utilis6 la m6thode de CASON et d .  le. IO mg d'esters sont oxyd6s 
pendant 3 h A 67 ° par 20 mg de CrO 3 dans I ml d'acide ac6tique. Apr6s refroidissement, 
la solution est alcalinisde par 20 ml de KOH ~ 7 % puis extraite en continu pendant 
16 h par 40 ml d'~ther. La phase 6th6r6e contient les produits neutres qui sont analys~s 
par chromatographJe gaz-liquide. 

La solution aqueuse est 6vapor~e ~t sec, sous vide, ~ 5 o°. On acidifie par I ml de 
H2SO 4 dans io ml de m6thanol anhydre. Les acides sont m6thyl~s par I ml de 2,2- 
dimdthoxypropane ajout6 en trois lois au m61ange chauffd sous reflux ~t 500 (voir 
rdf. 17). Apr~s neutralisation par KOH, la solution est 6vapor~e sous vide. Le r6sidu, 
repris par l'eau, est acidifid et extrait A l'6ther. Les esters mfthyliques pr6sents dans 
la solution 6thdrde sont analysds par chromatographie gaz-liquide. 

RESULTATS ET~ DISCUSSION 

Obtention et fractionnement des acides gras 

Les lipides solubles dans l'acdtone, dissous dans l'dther, sont repris ~t froid par 
une solution aqueuse de potasse qui permet de s6parer les acides libres et les graisses 
neutres. Le Tableau I donne les pourcentages de lipides ac~tono-solubles et d'aeides 
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libres pour chacune des souches de Nocardia. Les graisses sont saponifi6es par la 
potasse m~thanolique et apr6s les traitements habituels on identifie le glycdrol dans la 
phase aqueuse. Un insaponifiable a 6t6 trouv6 dans certaines souches: N. asteroides 
9969 renferme des alcools ~ haut poids mol6culaire, les nocardols 4. D'antres alcools 
de poids mol6culaire dlev6 ont dtd trouv6s dans N. brasiliensis 733. 

TABLEAU I 
Pourcentage de graisses solubles dans l'ac~tone par rapport aux lipides totaux et pourcentage 

d'acides libres par rapport aux graisses ac~tono-solubles. 

N. asteroides N. brasiliensis 

9969 535 443-~ 733 4 ~'~ 
N. rugosa N. lurida 

Graisses solubles dans 
l'ac6tone 82 87 61 72.5 67.5 85 95 

Acides libres 22.8 38 4 ° o 36 32 19 

Le traitement des acides par les sels de plomb donne 3 fractions: acides ~ sels de 
plomb insolubles A chaud dans l'alcool, insolubles A froid, solubles ~t froid. La premiere 
fraction est constitu6e ess~ntieUement d'acides mycoliques identifids apr~s purification. 
Les acides nocardiques ont d~jA ~t~ isoMs de N. asteroides 9969 (voir r~f. 3), les 
autres souches de Nocardia ~tudJ6es renferment 6galement des acides mycoliques, 
leur  6tude est ell cours. 

La fraction des sels de plomb insolubles A froid comprend en majeure partie les 
acides normaux satur6s avec, en quantit~ plus faible, des acides ramifi6s. Le reste des 
acides ramifi6s se trouve avec les acides Sthyl6niques dans la fraction des sels de 
plomb solubles dans l'alcool froid. Malgr~ le manque de Sl~Cificit$ de cette m6thode, 
nous l'avons utilis~e pour preparer les acides mycoliques et pour s6parer la majeure 
pattie des acides satur6s ~t chalne droite constitu6s essentiellement, comme nous le 
verrons plus loin, d'acide palmitique. Apr~s r6cup~ration des acides A partir  des sels 
de plomb et est6rification, les esters m~thyliques ont 6t6 purifi6s par passage sur 
colonne d'alumine d'activit6 II, la fraction principale, dlu6e par l'hexane, a dt6 6tudi~e. 

Dans un premier temps, nous avons analyst par chromatographie gaz-liquide 
les diff6rentes fractions, c'est-~-dire pour chaque souche: Fraction I, acides libres 
sels de plomb solubles ~ froid; Fraction II, acides fibres ~ sels de plomb insolubles 
froid; Fraction III, acides des lipides neutres ~t sels de plomb solubles ~ froid; Fraction 
IV, acides des lipides neutres A sels de plomb insolubles ~t froid. 

Nous avons repr6sentd (Figs. ia, b) deux chromatogrammes typiques renfermant 
tousles  constituants trouv6s clans les sept souches de Nocardia 6tudi6es, le nombre 
et le pourcentage de chacun d'eux 6tant variable avec la souche. 

Les esters d'acides satur6s ~t chatne droite ont 6t6 facilement identifi6s par 
chromatographie en m61ange avec des esters t6moins. 

Pour d6terminer l 'emplacement des esters 6thyl6niques, nous avons fait appel 
plusieurs m6thodes: bromuration ou hydrog6nation du m~lange puis comparaison des 
chromatogrammes avec la courbe initiale, analyse sur colonne polaire (di~thyl~ne 
glycol succinate 20 %) qui modifie la position des esters ~thyl6niques par rapport 
A celle des esters satur~s correspondants. Cependant, dans certains cas, l 'interpr6tation 

Biochim. Biophys. Acta, 7 ° (I963) 613-626 
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dtait assez ddlicate en raison du grand nombre de pics prdsents dans le chromato- 
gramme initial et il dtait parfois difficfle de prdciser sans ambiguRd la nature insa- 
turde ou ramifide de certains constituants. 

La mdthode la plus eflicace a dtd la formation de complexes avec l'acdtate 
mercuriqueT, s qui a permis une sdparation compl~te des esters saturds et insaturds. 

3 2 8 9 
i i | | 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

i Temps de ~tention (rain) 
(b] 

Temps de r~ention (rnin) 

Fig. I. Chromatogrammes gaz-liquide des esters m6thyliques, a, Air; s, solvant; x, Ct,  n; 2, Cli 
ram.; 3, Clsn,  4, Clsram-; 5, C 1 ~ ;  6, C16n; 7, non identifid; 8, C17 ram.; 9, C17A; xo, Clan;  
H,  Cls ram.; x2, C1~ ;  x3, Cls n; x 4, io-m6thyl Cls; x5, non identifid; I6, Clsn .  (a), Nof.~dia 
r,gosa, Fraction I sur colonne Apiezon M; ~ 2io°;  (b), Nocardia ~st~roid~s 9969, Fraction I s u r  

colonne Apiezon M ~ 2oo °. 

La structure des acides dthyldniques et rarnifids a dtd prdcisde par ddgradation 
aprAs isolement de chaque composd par chromatographie gaz-liquide prdparafive. 
Suivant les cas, des quantitds de 2 ~t zo mg ont dtd obtenues en vue de ranalyse 
structurale. Lorsque la mati~re premiere disponible dtait insufftsante, nous avons 
indiqud seulement la nature rarnifide ou dthyldnique sans prdciser davantage la 
structure. Le Tableau II schdmatise les rdsultats obtenus. Les pourcentages ont dtd 
calculds d'apr~s r a ire du pic correspondant A chaque composd, selon la mdthode 
ddcrite par DIJXSTRA m. 

l~tude des acides salutes ~ chalne droite 

Par chromatographie en mdlange avec des esters satur6s normaux authentiques, 
nous avons montr6 la pr6sence des acides Cx4 (Fig. I, Pic No. I), Cxs (Fig. I, Pic No. 3), 
Cls (Fig. I, Hc  No. 6), C17 (Fig. Ia, H c  No. Io), Cls (Fig. I, He  No. 13), Ct, (Fig. Ib, 

Biochim. Biophys. Acta, 70 (I963) 6x3-6z6 
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T A B L E A U  I I  

NATURE DES ACIDES GRAS ISOLI~S DES GRAISSES ACI~TONO-SOLUBLES DES NOCARDIA 

L e s  q u a n t i t 6 s  s o n t  e x p r i m d e s  e n  % d e s  a c i d e s  t o t a u x  d e  c h a q u e  g r o u p e .  A G N ,  a c i d e s  d e s  g r a i s s e s  
n e u t r e s ;  A L ,  a c i d e s  l i b r e s ;  i ,  a c i d e s  r a m i f i 6 s  i so ;  a ,  a c i d e s  r a m i f i 6 s  a n t e i s o  ; I o - M e - I  8, a c i d e  i o-  

m ~ t h y l o c t a d 6 c a n o i q u e ;  Ag, Axo, p o s i t i o n  d e  l a  d o u b l e  l i a i s o n  s u r  l a  c h a t n e  c a r b o n 6 e .  

N. asteroides N. brasiliensis 
N. rugosa N. lurida 

9969 535 443"2 733 4 -06 

AGN A L  AGN AL AGN A L  AGN AGN A L  AGN AL AGN A L  

14 n 4 .3  4-9  2 .2  1.9 3.3 2-4 5.3 I . I  1.2 i . o  0 .6  i . o  1.2 

a a i i 
15 r a m .  3 .0  i . o  o .8  i .  3 o. 3 o .8  o. 5 o. 4 0 .6  11 .4  lX.7 

15 n 2.1 0 .7  0 .4  0 .5  6. 4 4 .8  0 .6  0. 4 

a + i  a + i  i i 
16 r a m .  3 .9  3 .3  17.5 18.1 

I6 A A 9 Ag Alo Alo A9 A9 
0 .4  1.7 5 .6  3-9 4 .6 5 .5  1.2 2. 5 I.O 6 .2  12. 4 

I 6  n 36 .7  42 .6  38 .9  35 .6 46 .5  32 .3  43 .3  17 .6  43 .0  23. 7 21.1 11 .9  I9 .  I 

? 0. 7 0. 7 o .6  o. 9 1. 4 1.4 1.7 1.6 o .8  7 .9  8 .7  I.O 

a + i  a + i  i i i i i 
17 r a m .  4 .5  6 .9  1.7 ~" 8 .6  1.2 4 .6  i . i  21-5  14 .o  3 .8  5 .8  12.9  ! o . I  

A9 A9 
1 7 A  13 . I  z I . o  

17 n 1.8 0. 7 0 .8  0. 4 0 .8  0. 3 13. 5 12 .6  7 .6  2. 5 

i i, 
18 r a m .  lO.8 16.9  

z8 A Ag A9 A9 A8 A8 A~ A9 A9 A9 A9 A9 A9 A9 
I . I  13. 7 21 .3  9 .8  18. 4 17.o  6 .6  11.8 6 .2  7 .9  1.5 38-5 27 .2  

18 n 6 .4  6 .3  6 .2  4 .3  3-3 2 .o  9~7 1.2 I.O 0. 7 3 .6  8 .7  

I o - M e - I 8  I I .O  18 .o  19 .9  25 .4  21 .o  26 .2  27.  4 30 .2  22.1 

? I . I  I.O 2.2 6. 5 0. 7 2 .2  

I 9  n 2 8 . 0  3.1 0 .3  5.1 1. 7 3 .2  lO.2 8. 7 

Pic No. I6). Aucun acide sup6rieur n 'a  6t6 d6cel6. L'acide palmitique est le con- 
st i tuant  principal dans la plupart  des souches 6tudi6es. 

Etude des acides ramifids 

Les esters m6thyliques ont 6t6 soumis h line oxydation chromique selon SONNE- 
VELO et al. 14 (voir partie exp6rimentale) et les hydrazones obtenues identifi6es par  
chromatographie en couches minces sur silica gel G dans le solvant h e x a n e - 6 t h e r -  
alcool (96:2:2) 15. On observe, suivant les compos6s 6tudi6s, une tache correspondant 
au d~riv6 de l'ac6tone, RE = 0.35, provenant de la coupure des acides iso ou une 
tache correspondant all d6riv6 de la m6thyl6thylc6tone, RF ~ 0.44, provenant  des 
acides anteiso. Les d6riv6s des autres m6thylc6tones volatiles: m6thylpropylc6tone 
etc. ont un RF plus 61ev6. Nous n 'avons observ6 aucune tache de RE sup6rieur ~ 0.44. 
Un seul acide ramifi6 ne donne pas d'ac6tone ni de m6thyMthylc6tone, nous avons 
montr6 qu'il s'agissait de l'acide tuberculost6arique. 

B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a ,  7 ° (1963) 6 1 3 - 6 2 6  
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x. Acides I3-m6thylt6trad6canoique et I2-m6thylt6trad6canoique (Fig. I, Pic 
No. 2). A partir de la Fraction I dc N. lurida (360 rag), 18.6 nag d'esters ont 6t6 isol6s. 
Les m6thodes exphcit6es pr6cAdemment ont montr6 que cet ester 6tait ramifi6. La 
spectrographie de masse indique qu'il s'agit d'un pentad6canoate de m6thyle avec 
une ramification 6ventueUe is0 ou anteiso*. Plusieurs arguments sont en faveur de la 
structure iso : la pr6sence d'un petit pic ~ m/e ----- M-65 = I9I et le rapport des hauteurs 
des pics M-29/M-3I = 0.86. Le pick M-65 serait en effet caract6ristique des acides 
iso 19. D'autre  part, les acides anteiso ont un pic ~ m / e =  M-29 plus important que 
celui dfi ~ l'ion acylium ~ M-3I en raison de la facilit6 avec laquelle se forme l'ion 
r6sultant de la perte du radical 6thyl port6 par le carbone tertiaire de la ehMne 
carbon6e. 

L'oxydation chromique de 2 mg de produit suivie de la chromatographie en 
couches minces permet d'identifier la dinitroph6nylhydrazone de l'ac6tone (RF = o.35). 

L'ester 6tudi6 est donc celui de l'acide I3-m6thylt6trad6canoique (iso C15 ). I1 
faut noter que l'acide iso C15 est assez rare dans les lipides bact6riens. I1 a 6t6 signal6 
par SAITO so darts Bacillus subtilis (natto) et par ALLISON et a2. 21 dans les bactdries des 
ruminants: Ruminococcus albus 7 et Ruminococcus flavifaciens C94. ETEMAD122 l'a 
identifid rdcemment clans Corynebacterium parvum. 

A partir de N. asteroides 9969 nous avons isold 2.5 mg d'ester correspondant au 
Pic No. 2 (Fig. I). L'hydrazone obtenue apr~s oxydation chromique a dtd identifide 

celle de la mdthyldthylcdtone. L'acide correspondant est donc l'acide i2-mdthyl- 
tdtraddcanoique (anteiso Cls ). L'acide anteiso C15 ou acide sarcinique est plus rdpandu 
que l'isom~re iso. I1 a dtd trouvd dans un Sarcina 23 et dans d'autres microorgauismes, 
par exemple Micrococcus lysodeikticus s4, diffdrentes souches de B. subtilis *set  de 
Ruminococcus 2~. 

2. Acides i4-mdthylpentaddcanoique et i3-mdthylpentaddcanoique (Fig. Ia, 
Pic No. 4). 26.2 mg ont dtd isolds par chromatographie prdparative des esters de 
N. lurida (Fraction I) et 6 mg ~ partir de N. rugosa (Fraction II). La spectrographie 
de masse des esters de N. lurida montre qu'il s'agit d 'un hexaddcanoate de mdthyle. 
On observe la prdsence d'un pic ~ role = M-65 et un pic ~ role = M-31 plus intense 
que le pic A role = M,29, M-z9/M3I = 0.86. Ces constatations sont ell faveur de la 
structure iso. 

L'oxydation chromique et l'identification des hydrazones ont donn6 les r6sultats 
suivants: A partir des esters de N. lurida, on trouve en quanti t6 pr6pond6rante 
l'hydrazone de l'ac6tone (Re = 0.35) et, en plus falble proportion, celle de la m6thyl- 
~thylc6tone (Re = 0.44). I1 y a donc un m~lange de deux acides, l'acide isopalmitique 
et, en proportion moindre, l'acide anteisopalmitique. Dans le cas de N. rugosa, une 
seule tache est obtenue correspondant ~ l'hydrazone de l'ac6tone. L'acide initial est 
l'acide isopalmitique. 

La pr6sence d'acide isopalmitique clans les lipides bact6riens a d6jA 6t6 signal6e, 
en particulier par KANEDA Is clans B. subtilis ATGC 7059 mais il ne semble pas que 
l'acide anteisopalmitique ait 6t6 trouv6 dans les bact6ries. 

3. Acides IS-m6thylhexad6canoique et I4-methylhexad6canoique (Fig. I, Pic 
No. 8). Les esters correspondant au pic i%o. 8 ont 6t6 isol6s ~ partir de plusieurs 
souches de Nocardia. Le Tableau III  indique les fractions utilis6es et les r6sultats de 

* Nous remercions M. W. W~a~r~R, Ins t i tu t  de Chimie des Substances Naturelles, Gif sur  
Yvette,  Seine et Oise (France) qui a effectu6 les spectres  de masse. 
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T A B L E A U  I I I  

NATURE DES DINITROPH]~NYLHYDRAZONES OBTENUES ]k PARTIR DES ACIDES C17 RAMIFII~S 

A c~tonc M~hylJthyl~one 
Sowche Fradion dinitropl~nylkydrazon¢ dinitroph~ylhydmzon¢ 

N. asteroidzs 9969 I + + 

N. brasiliensis 733 I I I  + --  

N. brasiliensis 426 IV + - -  

N. lurida I I  + --  

l 'oxydation chromique apr~s da~omatographie en couches minces des hydra.zones. 
Toutes les souches 4tudi4es renferment l'acide i5-m4thylhexad4canoique. Le compos4 
anteiso: acide i4-m4thylhexad6canoique se trouve en m41ange avec l'acide iso dans 
N. asteroides 9969 . 

L'acide iso Clv a ddj~t 4t4 trouv4 en faibles quantit4s dans plusieurs souches de 
B. subtilisi°, z5 et darts Corynebactorium parvum ~2. L'acide anteiso CI~ a 4t4 signal4 
dans M. lysodeil#icus u et dans diff&entes souches de B. subtilis 25. Un acide ramifi4 
en C,7 a 4galement 4t4 trouv~ dans Ruminococcus flavifaciens sans que la position de 
la ramification aft 4t4 pr4cis4e 21. 

4-Acide I6-m4thylheptadecanoique (Fig. Ia, Pic No II).  Nous l'avons isol4 

(o) 

i t i 

I 

i 

1 
(b) 

; \ 
o ~ ;o ~ 2'0 2~ 

Temps de rdtention (nin) 

Fig. 2. Chroma tog ramme gaz- l iqu ide  de la fraction acide apr~s coupure oxydat ive  du io-m6thyl-  
octad4canoate de m4thyle  (Fig. ib, Pic No. 14). Colonne, di6thyl~ne glycol succinate, ~ 18o °. 

(a), Es te r  inconnu;  (b), ester t6moin, a, Air; s, solvant;  i, di C 9. 
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des acides libres de N. rugosa, oh il est prg~.nt en quantit6 relativement importante: 
x6. 9 % des acides totaux. Apr~ oxydation chromique, la chromatographie en couches 
minces des dinitroph6nylhydrazones n'a donn6 qu'une tache de Re  = o.35 identique 

celle du d6riv6 de l'ac6tone. I1 s'agit donc de l'acide isost6arique. 
5~ Acide xo-m6thyloctad6canoique (Fig. xb, Pic No. zz). Cet acide existe en 

quantit6 importante darts les souches de N. ast~ro/dcs et de N. bras/l/ez~/s mais il 
est absent de N. l~rida et de N. rugosa (voir Tableau II). I1 a ~t6 identifi~ par spectro- 
graphie de masse et par oxydation chromique. 

Le spectre de masse est identique ~ celui du tuberculost6arate de m6thyle 
authentique: pics tr6s intenses/t m/e = I7I , 172 et 173 , ~ m/e = I99 et ~ role -~ I67 
(x99-3z) (volt r6fs. x 9, z6). 

L'oxydation chromique est effectu6e d'apr~s CAsos ~ aL ~. Apr~s s6paration 
des fractions neutre et acide, nous avons identifi6 par chromatographie gaz-liquide 
la z-d~canone dans la pattie neutre et l'acide az61aique darts la fraction acide, ce 
qui confmne la structure de l'acide xo-m~thyloctad6canoique. Les chromatogrammes 

,7 
0 2 

fcI 

3 

4 6 8 
Tetras Oe r~entlon umirO 

Fig. 3. Chromatogrammes gaz- l iquide de ht fraction neutre apr~s coupure oxydat ive du ]o-m6thyl- 
octad6canoate de m6thyle (Fig. ]b, Pic No. 14). Colonne di6~hyltme glycol succinate /t 15 o°. 
(a), C~ones  t6moins; (b), c6tone inconnue; (¢), c6tones t6moins -k c6tone in¢onnue, s, Solvant;  
x, 2-nonanone; 2, a-d6canone; 3, 2-und6canone. En l 'absence de 2-d6canone authentique,  la c6tone 

inconnue est  identifi6e par  sa position par  rapport  aux c6tones homologues. 
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obtenus sont repr6sent6s dans les Figs. 2 et 3 avec ceqx des cdtones et des esters de 
diacides authentiques. La quantit6 disponible n'a pas permis une mesure du pouvoir 
rotatoire. On peut vraisemblablement supposer qu'il s'agit de l'acide tuberculo- 
st6arique. 

L'acide tuberculost6arique isoM des lipides du bacille tuberculeux par ANDERSON 27 
a dt6 trouv6 clans plusieurs souches de Mycobacterium tuberculosisnL 39, dans Myco- 
bacterium phlei a° et dans Mycobacterium smegmatis 2~. Cependant il n'a jamais 6t6 
signal6 jusqu'~ pr6sent ell dehors des mycobact6ries. I1 est int6ressant de constater 
pour la premiere fois sa pr6sence dans plusieurs esp~ces de Nocardia. 

Ce r6sultat 6tablit un nouveau point commun entre les Nocardia et les myco- 
bact6ries. Une parent6 avait d6j~t 6t6 mise en 6vidence tant par la similitude de leur 
action adjuvante signal6e par FREUND 31 que par une analogie de constitution chimique 
de la paroi cellulaire. CUMMINS ET HARRIS sg ont trouv6 dans les parois cellulaires des 
mycobact6ries et des Nocardia les m6mes sucres: arabinose et galactose et les m~mes 
acides amin6s: alanine, acide glutamique et acide a,a'-diaminopim61ique. Nous avons 
montr6 que les acides mycoliques, largement r6pandus chez les mycobact6ries, 6taient 
aussi des constituants des Nocardia 3. I1 faut encore ajouter la pr6sence clans les deux 
genres bact6riens d'acide tuberculost6arique. 

#.rude des acides dthyldniques 

Letrr prdsence est d6cel6e sur les chrqmatogrammes par comparaison des courbes 

o 

(a) 

O 2 4 6 

(b) 

\ 
L_ 

(c) 

1o o ~ ~ ~ o 
Temps de rdtention (rain] 

Fig. 4. Chromatogrammes gaz-liquide des monoesters m6thyliques obtenus par coupure oxydative 
des esters 6thylfniques. Colonne di6thyl~ne glycol succinate A 155 °. (a), Mfilange d'esters tfmoins;  
(b), monoester provenant de l'hexadfic6noate de m6thyle (Fig. i, Pic No. 5); (c), monoester 
provenant de l 'heptaddcfnoate de m6thyle (Fig. ia, Pic No. 9)- a, Air; s, solvant; I, C~ n; 2, C a n; 

3, C0 n; 4, C10 n. 
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initiales avec les courbes o.btenues apr~s hydrog6nation et apr~s bromuration. Ils 
ont ~t6 pr6par~s par chromatographie gaz-liquide apr~s s~paration des acides satur6s 
avec l'ac~tate mercudque. L'oxydation par le m~lange permanganate-periodate lI 
a 6t6 effectu6e sur I A 3 mg d'ester; les produits d'oxydation, analys~ par chromato- 
graphie gaz-liquide, ont permis de pr6ciser !'emplacement de la double liaison. 

I .  Acide 9-hexadc~noique (Fig. I, Pic .No. 5). Nous avons isol6 des Fractions 
I et I I d e  N. ast, roides 9969 et de N. rugosa un acide hexad6c6noique. &prOs coupure 
oxydative de la double liaison, est6rification des produits obtenus, la chromatographie 
gaz-liquide permet d'identifier les esters de l'acide heptanoique (Fig. 4 b) et de l'acide 
az~laique (Fig. 5b). Le spectre infrarouge montre l'absence de bande tL 97o cm -1 
caract~ristique de > C = C <  trans. I1 s'agit donc d'acide palmitol6ique. Cet acide 
est assez commun darts les lipides bact6riens u. 

a (a) 

(b) 
e C7 

i 

(c) 

s Ca di C~ 
I 

o 5 l o  1 20 
Temos de r~tention-(min) 

Fig. 5. Chromatogrammes gaz-f iquide des diesters m6thyliques obtenus par coupure oxydative 
des esters 6thyl6niques. Colonne di6thyl~ne glycol succinate, ~ 2oo °, (a), Diester t6moin; (b), diester 
provenant de l ' h e x a d ~ n o a t e  de m6thyle (Fig. i, Pic No. 5); (c), diester provenant de l 'hepta- 

d ~ n o a t e  de m6thyle (Fig. za, Pic No. 9). a, Air; s, solvant. 
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z. Acide io-hexad6c~noique (Fig. I, eic No. 5)" 7 .8 mg d'acide hexad6c6noique 
ont ~t~ isol~s de la Fraction I I I  de N. asteroides 535. L'analyse des produits obtenus 
aprbs oxydation et est~rification indique la pr6sence de s6bacate de m6thyle et 
d 'hexanoate de m6thyle (Fig. 6). L'acide initial est donc l'acide io-hexad6c6noique. 

(c) (a) 

0 1  2 3 4  0 1  2 3 4 0  2 4 6 8 0 2 4 6 8 
Ternl~ de r '~entlon (rnin) 

Fig. 6. Chromatogrammes gaz-liquide des esters obtenus par coupure oxydative du i o -hexa-  
d6c6noate de m6thyle. Colonne Apiezon M; temp6raturc a et b, 137°; a et d, 23o °. (a), Monoester 
t6moin; (b), monoester inconnu; (c), diester t6moin; (d), diester inconnu, a, Air; s, so lvant;  

I, C 6 n; 2, di Cxe. 

Cet acide n'avait jamais 6t6 trouv6 clans les lipides bact6riens. R6cemment, il a 
6t6 signal6 par BLOCH at a/.~, as darts M. ph/~ et par CASON at at. s* dams M.  tuberculosis 

H 37- On constate ainsi une nouvelle paxent6 biochimique entre Nocardia et myco- 
bact6ries. Cependant il est n6cessaire de rechercher syst6matiquement cet acide dans 
d'autres genres bact6riens avant de tirer une conclusion de ces premier r6sultats. 

3. Acide 9-heptad6c6noique (Fig. xa, Pic No. 9). L'6tude de la Fraction I de 
N. rugosa nous a permis d'isoler en faible quantit6 un ester 6thyl6nique en CI~. Apr6s 
coupure oxydative de la double liaison, on identifie par chromatographic gaz-liquide 
l 'octanoate de m~thyle (Fig. 4c) et le diester de l'acide az~laique (Fig. 5c). 

L'acide initial est donc l'acide 9-heptad6c6noique. Cet acide a 6t6 isol6 par 
SHOI~LAND ET JESSOP a5 des acides gras de la laine et par CHISHOLM ET HOPKINS ~ des 
graisses de d~p6t d'Ovibos moschatus. I1 n'a jamais 6t6 signal6 jusqu'~ pr6sent dans les 
lipides bact6riens. 

4- Acide 9-octad6c~noique (Fig. I, Pic No. I2). Cet acide a ~t~ isol~ par chro- 
matographic gaz-liquide. Les compos~s obtenus apr~s coupure oxydative ont 6t6 
identifi~s aux esters m~thyliques de l'acide p~largonique et de l'acide az61aique 
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(Fig. 7). Le spectre infrarouge ne prdsente aucune bande > C = C  < t m n s  ~t 97 ° cm -1. 
Il s'agit doric de racide oldique. I1 a ddjlt dtd trouvd dans plusieurs bactdries, en 
particulier darts diffdrentes souches du bacille tuberculeux ~ et darts M.  marianum t*. 

(o) 

f~ 

2 

o ~ lo 1; 2b 2'5 :~o 
Temps de r-~.tention (rnin) 

Fig, 7. Chrornatogramme gaz-Licjuide des esters obten~s par coupure oxydat~ve de | 'octaA~noate 
de mdthyle (Fig. i, Pic No. 12). Colonne Apiezon M, ~t I7 O°. (a), Esters tdmoins; (b), esters in- 

connus, a, Air; s, solvsnt; x, C w n; 2, di C t. 

CONCLU~ONS 

La composition en acides gras des graisses solubles dans racdtone, isoldes de plusieurs 
souches de Nocardia, s'est rdvdlde tr~s complexe. Tous l~s acides sont compris entre 
C14 et C19, aucun homologue supdrieur n'a dtd ddceld. Le constituant le plus abondant 
est, dans la majoritd des souches, racide palmitique (voir Tableau II). 

Les lipides des Nocardia' sont riches en acides dthyldniques et rarnifids. Paxmi 
ces derniers il faut souligner la prdsence d'acide tuberculostdaxique dans les souches 
de N. asteroides et N. brasiliensis (lO-3o % des acides totaux). 

Les acides insaturds sont constituds en majeure partie d'acide oldique, plus de 
3o % des acides gras totaux de N./ur/da. I1 faut noter aussi la prdsence d'un acide 
assez inhabituel, inconnu chez les bactdries, racide 9-heptaddcdnoique en proportion 
relativement importante chez N. rugosa (12 % des aeides gras totaux). 

D'autre part, deux acides hexaddcdnoiques ont dtd identifids. A cStd de l'acide 
palmitoldique on trouve chez N. ast~toides un pourcentage assez fort d'acide Io-hexa- 
ddcdnoique. Celui-ci vient d'etre ddcouvert pax aiUeurs chez M. tubm, culosis et M. pk/ei. 

Ces rdsultats dtablissent de nouvelles similitudes de composition entre les lipides 
des mycobactdries et des Nocardia. 
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R~SUM~ 

Nous avons ~tudi~ la nature des acides gras libres et est~rifi~s isol~s des graisses ac~tono- 
solubles de Nocardiaasleroides, Nocardia brasiliensis, Nocardia lurida et Nocardiarugosa. 

Dans les acides non hydroxyl~s nous avons trouv6 des acides satur~s A chafne 
droite de CI~ A Ca~, l'acide palmitique ~tant le constituant principal. 

Les acides satur~s h chalne ramifi~e coliiprennent les acides iso et anteiso CI~, 
C~,, C~, iso Cxs et l'acide Io-mdthyloctad~canoique. 

Plusieurs acides ~thyl~niques ont ~t6 identifi6s: acides 9-hexad~cAnoique, io- 
hexad~c~noique, 9-heptad~c~noique et acide ol6ique. 
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