
670 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

BBA 4269 

BIOSYNTHI~SE DE L 'ACIDE Ca~-MYCOCI~ROSIQUE 

INCORPORATION D 'ACIDE P R O P I O N I Q U E *  

M I R E I L L E  G A S T A M B I D E - O D I E R ,  J E A N N E - M A R I E  DELAUMI~NY 

ET E D G A R  L E D E R E R  

Institut de Chimie des Substances Naturelles, Gif-sur-Yvette, Seine et Oise (France) 

(Re~u le 31 juillet, 1963) 

SUMMARY 

[I-l*C]Propionic acid is incorporated into the branched end of C32-mycocerosic acid 
and of its lower Cx-homolog. 

INTRODUCTION 

L'acide C3,-mycoc6rosique (I) est le constituant principal d 'un m61ange d'acides 
16vogyres ramifies, isol6s du baciUe tuberculeux 1-~. 

H3C-(CHz) 10-CH--CH,-CH--CH 2~CH-CHz--CH-COOH 
I I I r (i) 

CH 3 CH a CH a CH a 

Ce m61ange est compos6 d'acides en C29 2,4,6-trim6thyl6s, en Cso 2,4,6,8-t6tra- 
m6thyl& et en C32 2,4,6,8-t6tram&hyMs. En plus faible proportion, il contient aussi 
des acides en C~5, en C,e, en C,7 2,4,6-trim&hyl& et des acides en C31 et en C34 2,4,6,8- 
t~tram6thyMs 5,8. 

A priori on peut envisager deux hypoth+ses de biosynth~se de ces acides: soit 
par condensation d'un acide normal avec 3 ou 4 rnoMcules d'acide propionique selon 
le sch&na suivant: 

R - C O O H  + CH2~COOH + CH2-COOH + CH2~2OOH + CH2-COOH 

I I 1 I 
CH 3 CH 3 CH 3 CH 3 

R~2H2~2H~CH 2 - C H - C H z ~ 2 H - C H ~ - C H - C O O H  

- ~ f l J I 
CH s CH a CH 3 CH 3 

soit, selon le "m&anisme de BIRCh ''7 par introduction d'unit& en CI sur un poly-fl- 
c~to-acide du type 

R - C O - C H  . -CO-CH2-CO-CH ~-CO~CH z~2OOH 

t t t t 
CI-I 3 CH 3 CH 3 CH 8 

Les r6sultats ci-dessous ddmontrent que l'acide propionique est le pr&urseur 

* 7o~me communica t ion  sur  les Lipides des Mycobact&ies. 69~me communicat ion,  voir  Chem. 
Ind., 1963, 1285. 
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BIOSYNTH~SE DE L'ACIDE Caz-MYCOCEROSIQUE 6 ~ I  

des chatnes lat6rales m6thyles dans le cas de l'aeide Ca~-mycoc6rosique et de son 
homologue inf~rieur en C~, isol6s de la souche HavRa de Mycobacterium tuberculosis*. 

Plusieurs travaux r6cents ont d6j~ prouv6 que l'acide propionique est ~galement 
incorpor6 dans d'antres substances portant des ramifications m6thyles: (a) Maerolides 
des Streptomyc~tes: 6rythromyeine11,1~, m~thymycine is, e-pyrromycine li, magna- 
mycinel~, ~. (b) Phtioc6rol des Myeobact6ries ~v. (c) Acides gras ramifi6s des Ascaris: 
acide ~,-m~thylbutyrique is, acide =-m6thylval~rique 1~. (d) Aeide gras ramifi6 de la 
glande uropygiale de l'oie: acide 2,4,6,8-t6tram6thyld6canoique ~°. 

METHODES 

Culture des bacilles 

La souche HavRa de M. tuberculosis a 6t6 culfiv6e sur milieu de SAUTON 2a 
additionn6 de: CaC12, o.ooo5 g/l; ZnSO,, o.oooI gfl; CuSO 4, o.oooi g/I, pendant 41 
]ours A 37 °. 

[z-x4C] Propionate de sodium 

Le [I-x*C]propi0nate de sodium (aetivit6 sp6citique: 2 mC/mmole) nous a 6t6 
fourni par le Commissariat A l't~nergie atomique, Saclay (France). Sa puret6 a 6t6 
control6e par chromatographie sur papier. 

Fractionnement des lipides 

Les lipides ont ~t6 fractionn6s selon la m6thode d~crite par AEBI et al. n. 

Chromatograpkie sur colonne 

L'acide silicique (IOO mesh, Anal. reagent Mallinckrodt) a ~t6 utilis~ sans autre 
traitement. 

Les solvants ont 6t~ purifi~s selon les m6thodes usueUes. 

Chromatographies en phase vapeur 

Ces chromatographies ont ~t~ effeetu6es avec un appareil F. et M., module 5oo. 
La colonne (3 m) 6tait remplie de C61ite-545 (5o--6o mesh) Johns Manville (France), 

impr~gn6e de 5 % de silicone Dow Coming 55o. 
Les analyses et ehromatographies pr6paratives ont 6t6 effectu6es dans les con- 

ditions suivantes: tidbit d'h61ium, 2 1]h; transformateur variable de chauffage de la 
eolonne, 12o V; intensit~ "du courant dans le catharom~tre, IOO mA; sensibilit6, 
I, pour les analyses; 2 ou 4, pour les r6coltes; transformateur variable dusyst~me 
d'injeetion, 65 V; temp6rature de r~glage du syst~me de ehanffage du d6teeteur, 
375°; vitesse de d6roulement du papier, 2.5 em/min; limite de temp6rature, 275°; 
temperature du syst~me d'injection, 26o°; temperature du d~tecteur, 26o°; teml~ra- 
ture de la colonne: Fester Ca2-mycoe6rosique a ~t6 purifi6 et analys~ A 24o°; la 
fraction C26 a dr6 purifi6e et analysde A 225 °. 

Les Figs. IA et IB sont comparables entre elles au point de rue du temps de 
r~tention, ear elles r6sultent d'injeetions effectu~es k la suite l'une de l'autre. 

Les Figs. IC et ID ne peuvent ~tre eompar~es, ni entre elles, ni avee les Figs. 

* Un essai pr~liminaire concernsnt  ce sujet  s 6t~ effectu6 en collaboration avec le Professeur 
H. GRISEBACH s-IO. 
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672 M. GASTAMBIDE-ODIER, J.-M. DELAUM]~NY, E. LEDERER 

IA et IB, au point de vue du temps de r6tention, car eUes r6sultent d'injections 
effectu6es k des dates 61oign6es les unes des autres. Les variables 6tant nombreuses 
avec l'appareil F. et M., il est difficile d'obtenir des temps de r6tention reproductibles 
lorsque les analyses pe sont pas faites toutes le mSme jour. 

Spearographie de masse 

Les spectres de masse ont 6t6 enregistr6s h l'aide d'un spectrographe de masse 
CH, Atlas Werke Ag., Br~me (AUemagne). 

]~nergie des 61ectrons, 70 V; temp6ratvre de la source d'ions, 270°; temp6rature 
du syst~me d'injection, 25o °. 

Mesures de radioaaivitd 

La radioactivit6 des 6chantiUons a 6t6 mesur6e en couches infiniment minces 

A 
1 2 3 4 5 

Temps (rain) 

I I I 
1 2 3 4 5 

T e m p s  ( r a i n )  

Figs. I A et I B. Pour  la 16gende voir p. 673. 

B 
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au compteur Geiger-Mtiller A fen~tre mince (I. 9 mg/cm*) et a ~t6 expr im~ en activit6 
totale (coups/min) ou activit6/mg (coups/rain/rag)pour les m61anges, et en activit6 
Sl~Cifique (coups/min/mmole) pour les corps puts. Toutes les mesures ont 6t6 effectu~es 
avec le m~me compteur et les chiffres dorm,s repr~sentent des valeurs relatives. Nous 
avons tenu compte des erreurs dues attx operations de pes~e, dilution, comptage et 
6talement, et nous les avons exprim6es par tree valeur 6gale ~ deux lois la d6viation 
standard. 

Distillation sous vide poussd 

Pour les distillations de petites quantit6s de substance, nous avons utilisd un 
tube A boules chauff6 dans un bMn d'air grace ~ une bo re  m6tallique munie de voyants 
en mica. 

I i i i 
1 2 3 4 

Temps ( rrm ) 

c 
I 
5 

1 2 3 

D 
I i 

4 5 
Temps {rain} 

Fig. x. Chromatographies en phase vapeur. A, fraction radioactive contenant le mycoc6rosate de 
m6thyle; B, fraction utilis~e comme entratneur; C, mycoc6rosate de m6thyle apr~s purification; 

D, fraction C ,  apr~s purification. 

Biochim. Biophys. Aaa, 70 (x963) 670-678 
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Ddgradation selon PHAREs--ScHMIDT 

La d~gradation selon PHAREs-ScHMIDT *a-i~ a 6t6 effectu6e sur les esters m6thyli- 
ques, pendant 3 h A 65 °, en pr6sence de H~SO, (d = 1.83) et de NAN,, sans addition 
de solvant organique. L'appareil utilis6 a d~jA ~t~ d~crit ~. Des essais pr~liminaires 
ont montr~ que dans ces conditions le [I-z4Clst6arate de m6thyle est compl~tement 
d6carboxy]6. En effet, 9.84 mg de [I-~4Clst~arate de m6thyle (8370 coups/rain) ont 
~t6 chauff6s 3 h ~ 65 ° en pr6sence de I ml de HzSO 4 concentr6 et de 15 mg de NAN,. 

L'heptad6cylamine (F. 54-57 o, 2.5 rag) isol6e du milieu r6actionnel apr~s alcalini- 
sation, extraction ~ ]'6ther et distillation sous 0.0o2 ram, avait une activit6 de 60 
coups/rain. 

9.85 mg de st6arate de m6thyle donnent th6oriquement 8.5 mg d'amine. Si IOO % 
de la radioactivit6 se trouvait dans l'amine, nous aurions 2127 coups/min/2.5 mg 
d'amine. Or, nous trouvons 60 coups/rain, c'est-A-dire 2 % de la radioactivit~ du 
st6arate de m~thyle de d6part. Le st6arate de m~thyle a donc 6t6 d6carboxyl6 avec 
un rendement de 98 %. 

Ddgradation salon KOHN-ROTH 

Elle a 6t6 effectu6e par chauffage en tube scelM pendant 3 h "k 12o °. dans le 
m~lange oxydant classique pr~par6 selon la technique de GARBERS, SCHMIDT ET 
KARRER ~. L'appareil d6crit par KImN ET ROTH ~° a ~t6 utilis6 pour distiller l'acide 
ac6tique par entralnement ~ la vapeur d'eau. 

RESULTATS 

Incorporation de [ i-x4C ]propionate 

Isolement de l'acide Cm-mycocdrosique et de la fraction C~: La souche HmRa de 
M. tuberculosis a ~t6 cultiv~e sur milieu de SAUTOl~ additionn~ des sels d6crits ci- 
dessus, en presence de ioo ~C de [l*Clpropionate de sodium (activit~ totale 1.6. lO 7 
coups/min; activit6 sp6cifique 2.6.1o 8 coups/min/mmole). Apr~s 41 jours de culture 
~t 37 °, les bacilles ont 6t6 filtr6s, lav6s et extraits ~t l 'alcool-6ther ( i : I ,  v/v) jusqu'A 
~puisement. L'extrait  a ~t6 fractionn6 selon le sch6ma d'Anderson modifi6 par AEBI 
et al. 2~ et 176.2 mg de cires A (1307100 coups/min) ont 6t6 isol6s. Celles-ci ont 6t6 
chromatographi~es sur acide silicique. Les fractions ~lu6es par l'6ther de l~trole, 
l'~ther de p6trole-benz~ne (3:I), l'6ther de p6trole-benz~ne (I : I )  et le benz~ne, ont 
6t6 r6unies, saponifi6es, est6rifi~es par le diazom~thane et rechromatographi~es sur 
acide silicique. Les esters m~thyliques 6lugs par l'6ther de t~trole ont 6t6 distiU6s 
sous 0.005 ram. Une fraction de 34.8 mg distillant entre 200 et 25 °0 a 6t6 isol6e 
(activit6 totale 571200 coups/min) et analys~e par chromatographic en phase vapeur 
(Fig. IA). 20.2 mg d'un m61ange d6j~t enrichi en Cm (Fig. IB) provenant d'un essai 
sans 14C et contenant du Cm-mycoc~rosate de m~thyle et une plus faible quantit6 
d'ester Cz,, ont 6t6 rajout6s au m~lange radioactif ci-dessus, puis les 2 fractions 
principales (Cmet  C~) ont ~t~ s6par6es par 2 chromatographies en phase vapeur 
suceessives. La fraction C m a ~t~ additionn6e de 15.6 mg de C~,-mycoc~rosate de 
m~thyle authentique et repurifi6e par 2 autres chromatographies en phase vapeur. 
Finalement 4.8 mg de Cm-mycoc~rosate de m~thyle (Fig. IC) ont 6t~ isol~s (activit6 
totale 5300 coups/min; aetivit~ sp~cifique 60. 9 ± 14" lO 4 coups/min/mmole). 
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Le spectre de masse de ce produit, effectu6 sur 0.5 mg, confirme que nous sommes 
en pr&enee de C3fmycoc6rosate de m6thyle. Les impuret6s pr6sentes tt l'6tat de 
traces sont les suivantes: C3x, Cp, C~ (environ 2 % de chaque), Cu (environ 7 %). 

La fraction Cu a 6t6 puriti6e sans autre addition d'entratneur et fmalement~ 
1. 9 mg (activit6 totale 614o coups/min/x.46 rag; activit6 Sl~Cifique 172. 4 4- 27.6" 
IO ~ coups/min/mmole) ont 6t6 isol6s (Fig. 1D). Le spectre de masse, effectu6 sur 
o.5 mg d6montre que nous sommes en pr6sence d'un m61ange d'ester C2, normal 
et d'ester C u ramifi6 en 2 (sfirement), 4 (probablement) et 6 (?). Les impuret6s sont 
tL l'6tat de traces: C~a (environ 5%), C~ (environ 8.2 %), C2~ (environ 3.6%), C2s 
(environ 2 %). 

D/gradation du Ca2-mycocdrosate de mdthyle: 1.94 mg de Ca2-mycocdrosate de 
m~thyle (2391 coups/rain) ont 6t6 additionnds de 2. 9 mg de NaN 3 et de 0.2 ml de 
H2SO 4 concentr6 et maintenus A 65 °, sous N~., pendant 3 h. Le CO2 d~gag6, entrafn6 
par une petite quantit6 de CO~ atmosph~rique, a 6td recueiUi dans une solution de 
baryte. Apr~s filtration, une fraction (o.41 rag) du prdcipit6 obtenu (3.69 mg) a servi 
A la mesure de la radioactivitd. La radioactivit6 totale du BaCO 3 isold, 6tait de 522 
coups/min (=  22 % de la radioactivitd de Fester C3~-mycocdrosique de d6part). Un 
sulfate d'amine a ~t~ isol6 du mdlange r~actionnel par pr6cipitation en pr&ence d'eau 
distill6e. Par alcalinisation, extraction A l'6ther et 2 distillations successives sous 
o.ooi mm, 0.42 mg d'une amine a dt6 isol~ (activit6 350 coups/min = 62 % de la 
radioactivit6 du C32-mycocdrosate de m6thyle*), 

Une autre d6gradation identique a 6t~ faite sur 1.36 mg de mycocdrosate de 
m6thyle. L'amine isolfe a 6td additionnfe A Famine de la premi6re r~action (total: 
1.37 rag) et ddgrad6e selon KuIt~-RoTIt, pendant 3 h A 122 °dans 2 ml de m61ange 
oxydant. L'activitd de l 'acftate de sodium isol6 6tait ndgligeable (6 coups/min). 

Ddgradation de l'ester mdthylique de la fraaion C~: La prfsence d'ester C~, normal 
ne pouvant gu~re g6ner pour les r~actions de dfgradation, ceUes-ci ont ~t~ faites sur 
1.46 mg du m61ange isol6 pr~cddemment + 2.7 mg de NaN 3 + 0.2 ml de H~SOa 
concentr6. La radioactivitd totale du BaCO 3 isol~ 6tait de 128o coups/min (=  21% 
de la radioactivit6 de la fraction C~). Des sulfates d'amine ont 6t6 isol~s du m6lange 
r6actionuel par pr6cipitation en pr~sence d'eau distiU6e. Apr6s alcalinisation, extrac- 
tion ~ l'6ther et une distillation sous o.ooi mm, 0.76 mg d'un mdlange d'amines a 
6td isol6 (activit6 1896 coups/rain = 53 % de la radioactivit6 de la fraction Czt)**. 

Une d6gradation selon KuHN-RoTI~ (4 h A 12o ° dans 2.5 cm* de m~lange oxydant) 
a dtd faite sur 0.76 mg de ces amines. L'activit6 de l'ac6tate de sodium isol6 dtait 
n6gligeable (IO coups/rain). 

Essai d'incorporation de mdthionine 

La souche Ha~Ra de M. tuberculosis a dtd cultiv6e sur milieu de SAUTON -~ sels 
inorganiques, en presence de 37 gC de [MeA~C]m6thionine (activit6 totale 4.9" lO3 

* 1.94 mg (2391 coups/rain) de mycoc6rosate de m6thyle donnent th6oriquement 1.77 mg 
d'amine. Si ioo ~o de la radioactivit* se trouvaient clans Famine, nous aurions 567 coups/min/o.42 
mg d'amine. Nous trouvons 35 ° coups/rain, c'est-g-dire 62 % de la radioactivit6 de Fester Css- 
my.coc6rosique de d6part, 

1.46 mg (614o coups]min) de fraction Ci6 donnent th6oriquement 1.31 mg d'amines. Si 
xoo~o de la radioactivit6 se trouvaient dans les amines, nous aurions 3562 coups/min[o.76 mg 
d'amines. Nous trouvons I896 coups/rain, c'est-A-dire, 53% de la radioactivit6 de la fraction 
C2e de d6part. 

Biochim. Biophys. Aaa, 7 ° (1963) 670-678 
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coups/min; activit6 spdcifique 8.7" 108 coups/min/mmole). Dans cette expdrience, les 
composds ou fractions les plus radioactifs isolds de~ phospholipides et des cires A 
dtaient le tuberculostdarate de m~thyle (953 coups/rain/rag; 29.7-10 coups/rnin 
per mmole) (voir rdf. 3I), le phtiocdrol (765 coups/min/mg; 42.6" 10  coups/min/mmole) 
(voir r6f. 17) et les esters mycoliques (794 coups/min/mg). Une fraction contenant 
principalement le groupe d'esters mycocdrosiques Can A C3, (t~b. 2oo-25 o° $ o.ooi ram) 
n'dtait que faiblement radioactive (152 coups/min/mg) et n'a pas 6td purifide davantage. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Les rgsultats obtenus d~montrent que les chalnes latdrales mdthyle de l'acide C3,- 
mycoc6rosique et de son homologue en C,s sont formdes par incorporation d'acide 
propionique. 

Par contre, la m6thionine ne semble pas ~tre incorporde dans ces acides. 
Le mycoc6rosate de mdthyle a 6td ddgrad6 selon le schdma suivant: 

Q CO 2 d6gag6 par la rdaction de SCHMIDT. 

~ Acide ac6tique form6 par la r6action de I(UHN--ROTH. 

Si l'acide Ca~-mycocdrosique est forlnd, in vivo, par incorporation de 4 moMcules 
d'acide propionique, le CO2 obtenu par ddcarboxylation du mycocdrosate de mdthyle 
doit contenir le quart de la radioactivitd du produit de ddpart, tandis que Famine 
isolde du milieu rdactionnel doit contenir les trois quarts de cette radioactivitC En 

TABLEAU I 

C,s-mycoc~osate de mtqhyle (z.94 rag, 239t coups/rain) 

BaCO, Amine (o.4e rag) Aedta3e de sodium 

Radioactivit6 Pourcentage de Radioactivit6 Pourcentage de Radioactivit6 
trouv6e: l 'activit6 de trouv6e: l 'activit6 de trouv~e: 

Fester C32 : Fester C3z : 
522 coups/min 22 % 35 ° coups/min 62 % 6 coups/rain 

Fraction C** (t.46 rag, 6t4o coups/rain) 

BaCOn Amine (0.76 rag) Acdtate de sodium 

Radioactivit6 Pourcentage de Radioactivit6 Pourcentage de Radioactivit6 
trouv6e : l 'activit6 de trouv6e : l'activit6 de trouv6e : 

la fraction C2e : la fraction C3a : 
1280 coups/min 21 ~0 1896 coups/min 53 % lO coups/min 

B i o c h i m .  B i o p h y s .  Ac ta ,  7 ° (1963) 670-678 
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outre, l'acide ac~tique obtenu par oxydation de l'amine selon KUHN-ROTH doit 
~tre inactif. 

Les r6sultats exp6rimentaux (Tableau I) concordent assez bien avec ces valeurs 
puisque le CO~ contenait 29. % et Famine 6z % de la radioactivit6 de Fester C32- 
mycoc6rosique. L'ac6tate de sodium obtenu apr~s oxydation de Famine selon KUHN- 
ROTH 6tait pratiquement inactif (6 coups/rain). 

Le cas de la fraction Ca6 est moins clair puisqu'il s'agit, selon la spectrom6trie 
de masse, d'un m61ange d'acide hexacosanoique normal et d'acide C x avec des 
ramifications m6thyles en 2 et 4. Une ramification 6ventuelle en 6 ne serait pas visible 
clans ce spectre. Dans le cas d'un acide en Css 2,4-dim~thyl6, on aurait dfi trouver, 
apr~s d6carboxylation, 5 ° % de la radioactivit6 dans le C02 et 50 % dans les amines. 
Dans le cas d'un acide en C2e 2,4,6-trim6thyl6 ces chiffres seraient respectivement de 
33 % et 66 ~/o. L'acide ac6tique obtenu par oxydation des amines selon KUHN-ROTH 
doit ~tre inactif dans les 2 cas. 

Or, nous avons trouv6 2i % de radioactivit6 dans le CO~, 53 % dans les amines 
et pratiquement pas de radioactivit6 dans l'acide ac6tique (IO coups/rain); voir 
Tableau I. 

Quoiqu'il en soit, l'incorporation d'acide propionique dans la fraction C~ est 
certaine. 
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RESUME 

L'acide [IA4C]propionique est incorpor6 dans la partie ramifi6e de l'acide Caz-myco- 
c6rosique et de son homologue inf6fieur en C~. 
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T A B L E  n 

STEROID-NUMBER CONTRIBUTIONS FOR REPRESENTATIVE FUNCTIONAL GROUPS 

DETERMINED WITH NGS AND QF-I LIQUID pHASES 

The steroid-number contributions were determined at 222°; for conditions see Table I. 

Fww3ional groap Steroid parcm 
St~,oid ~ , ~ ,  (F) 

NGS QF-,r 

/16 cholestanol/cholesterol  o.4 --o. 3 
A5 cholestanyl  me thy l  e ther /  

cholesteryl  me thy l  e ther  0.2 --o.  3 
A6 cholestanyl  TFA/  

cholesteryl  T F A  --o.2 --0. 5 
A 6 choles tanyl  TMSi/ 

cholesteryl  TMSi --o. I --o. I 
3-One choles tane  8.o 8. I 
3-One D M H  choles tane 6.6 5.2 
3-One-/f4 cholestane 9-9 i o.o 
3-One-A 4 D M H  choles tane 7.9 5-9 
n - O n e  (4-enc) andros tene  3.2 2.0 
17-One andros tane  6.9 6.7 
2o-One 5~-pregnane 6.3 5.9 
3t,-Ol(ax.) choles tane 7.2 4- 7 
3fl-Ol(ax.) copros tane  7.2 4.6 
3~-Ol(eq.) copros tane  7.-5 5. i 
3fl-Ol(eq,) daolestane 7.7 5 .2 
3cz-Ol(ax.)TMSi cholestane 1. 3 2.1 
3/LOI(ax.)TMSi copros tane  i .6 2.6 
3,,-Ol(eq.)TMSi copros tane  2.6 2. 4 
3fl-Ol(eq.)TMSi cholestane 3. i 3.4 
3~-Trifluoro- 

acetoxy(eq.) choles tane 3.4 5 .o 
3~-Methoxy(eq.) cholestane 4 .2 3.5 
3~-Acetoxy(eq.) choles tane 7.3 7- i 
! I~-Ol(ax.)- 

(4-erie) andros tene  5.9 2.5 
17~-Ol(sec.) andros tane  7. o 4.2 
17fl-Ol(sec.) andros tane  7.3 4-3 
2o~-O1 5~-pregnane 6.9 4.4 
2o/LO1 5x-pregnane 6.3 4-o 
2ofl-OITMSi 5~-pregnane 2.2 2.9 
A/B cis 5~-pregnane/5~-pregnane --o. 3 ---o.3 
A IB cis choles tanc/copros tane  ---o.3 --o.3 

is specified in the Tables. Column packings were prepared as described in an earlier 
paper, and the experimental procedures were also the same as described earlier z. 

The steroid-number value for stigmastane was determined with androstane and 
cholestane as reference substances, and with an SE-3 o (non-selective liquid phase) 
column; a value of 28.95 was found for the hydrocarbon. Cholestane and stigmastane 
were then used as reference substances with NGS and QF-I  columns to determine 
steroid numbers for the following cholesteryl esters: acetate, propionate, butyrate ,  
valerate and heptanoate.  The valerate was chosen as an appropriate reference sub- 
stance for determining relative retention times for the steroids listed in Table I ;  
the heptanoate was used as a second reference substance, and the method of determi- 
nation of a steroid number  with an NGS phase is shown in Fig. I. The same procedure 
was used with data  obtained with a QF-I  phase to determine the steroid-number 
values in Table I. 
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