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By addition of 1-14C-sodium acedate to the growth medium of Nocardia asteroides, it can be shown that the lipid
content increases during the exponential phase, but does not vary during the stationary phase of the growth. Nocar-
dic acid biosynthesis from the medium molecular weight fatty acids occurs chiefly during te stationary phase. As the-
se compounds are localised in the cell walls, it becomes evident that the lipid envelope of the walls is still increasing

when the cell growth and division have stopped.

1. Introduction

Les lipides de Nocardia asteroides 9969 compren-
nent essentiellement des acides gras non hydroxylés,
des acides nocardiques, des nocardols et des nocar-
dones. L’acide gras le plus abondant est 'acide pal-
mitique, on trouve également les acides myristique,
stéarique, nonadécanoique et tuberculostéarique [1].
Les acides nocardiques, les nocardols et les nocardo-
nes représentent un ensemble de composés & haut
poids moléculaire mono, di et triéthyléniques, leur
biogéndse s’effectue 3 partir des acides gras de poids
moléculaire moyen en Cy4 , Ci¢ et Cig [2,3]. Le rdle
de ces composés 3 haut poids moléculaire dans la
cellule bactérienne est encore mal connu. Ii est pos-
sible que leur biosynth&se ne soit pas constante lors
de la croissance bactérienne, nous avons donc étudié
la variation de la composition lipidique aprds diffé-
rents temps de culture de Nocardia asteroides. Le taux
de chacun des composés lipidiques est déterminé
par addition au milieu de culture d’acétate de sodium
14C-1 qui est incorporé dans les lipides bactériens.

2. Methods
2.1. Obtention des bactéries
La culture des Nocardia est effectuée dans un fer-

menteur New Brunswick 3 partir de 101 de milieu
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de Sauton auquel on ajoute 0,5 mCi d’acétate de sodi-
um 14C-1, activé spécifique 10 mCi/mmole. Le milieu
de culture est aéré par un courant stérile et agité a
200 tours/min. Un prélévement de 500 ml est effec-
tué tous les quatre jours, les bactéries sont centrifu-
gées et culot de centrifugation est lavé deux fois

par une solution de K,HPO, MgSO,4 4 0,5 g/1. Le der-
nier liquide de lavage ne renferme plus de radioactivité.

2.2. Fractionnement des lipides

Le résidu bactérien est extrait 2 fois par le mélange
chloroformeméthanol 2:1 sous agitation pendant 12 h,
on utilise 50 ml de solvant par g de bactéries. La solu-
tion lipidique est lavée 3 fois selon Folch et cal. (4)
avec une solution aqueuse de NaCl3 0,58%, puis le
solvant est évaporé sous vide et on obtient les lipides
totaux. Les lipides sont saponifiés par une solution
méthanolique de potasse 4 5% et la fraction éthéro-
soluble recueillie aprds acidification de la solution. Les
produits de saponification sont séparés par chromato-
graphie en couches minces sur plaques de gel de silice
G avec le solvant hexane-éther 95:5. Les lipides sont
révélés par pulvérisation d’une solution de rhodami-
ne G puis de fluorescéine, 'emplacement des compo-
sés radioactifs est indiqué par autoradiographie: Les
taches apparaissant 4 la rhodamine-fluoresciéne co-

* 17¢ Communication sur les constituats des Nocardia, 16¢
Communication, voir ref. [3].
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incident avec celles de 'autoradiogramme, trois grou-
pes de composés sont ainsi obtenus correspondant aux
nocardones, nocardols et acides gras. La fraction lipi-
dique acide de Ry < 0,5 est reprise, éluée du gel de si-
lice par I'éther et estérifiée par le diazométhane. Une
nouvelle chromatographie sur couches minces dans le
solvant hexane-éther 75:25 permet de séparer les es-
ters des acides gras non hydroxylés les esters nocardi-
ques.

2.3. Mesure de la radioactivité

Chaque groupe de lipides est élué du gel de silice par

I’éther. Aprés évaporation du solvant la radioactivité
du résidu est mesurée avec un passeur automatique a
trés faible mouvement propre Biospan 4342 Nuclear
Magnetic Chicago.

3. Resultats

Les Nocardia cultivés en fermenteur avec aération
et agitation contineus ont un aspect trés différent des
Nocardia provenant de cultures en surface, ils n’ont
pas une structure filamenteuse et ils se présentent sous
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la forme de petits grains sédimentant facilement. La
courbe de croissance déterminée par pesée du mycé-
lium de chaque prélévement indique une phase ex-
ponentielle de 12 jours suivie d’une phase stationnaire
(fig. 1, courbe A).

La quantité de lipides totaux augmente fortement
au cours de la phase exponentielle et demeure con-
stante pendant la phase stationnaire au voisinage de
20% du poids sec des bactéries (fig. 1, courbe B).

Il est intéressant dé constater les variations des dif-
férents types de lipides (fig. 2). Le pourcentage d’aci-
des gras de poids moléculaire moyen non hydroxylés
diminue réguliérement et passe de 64% des lipides
totaux aprés 4 jours de culture, 3 44% au bout de 32
jours (fig. 2, courbe A). Le taux d’acides nocardiques
qui augmente légérement pendant la période de crois-
sance exponentielle présente une augmentation plus
importante au cours de la phase stationnaire, passant
de 16% au bout de 12 jours & 34% aprés 32 jours de
culture (fig. 2, courbe B); par contre, les nocardols
(fig. 2, courbe B); par contre, les nocardols (fig. 2,
courbe C) et les nocardones (fig. 2, courbe D) restent
sensiblement constants : 20% pour les nocardols, 5%
pour les nocardones pendant toute la durée de la cul-
ture.

400+ A N A o
3004 i = 130
2004
° B
£ 100+ (e O 420
c (J
: ° ° £
5 2
5 i
3 A E
% {107a
(-8 -
o
\ . , s . 1o
0 3 3 12 20 24 28 32

jours de culture

Fig. 1. A - Courbe de croissance de Nocardia asteroides.
B - Lipides totaux exprimés en % du poids de bacilles.
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Fig. 2. Variation des differents lipides au cours de la cuiture,

les quantités de chaque composé sont exprimées en % des li-

pides totaux. A - Acides gras non hydroxylés - B - Acides no-
cardiques C - Nocardols - D - Nocardones.

4. Discussion

L’incorporation de I’acétate d’effectue rapidement

H 1+ + +
dés les premiers jours de la culture et ce sont

lement les acides gras de poids moléculaire moyen : Cy
a C,g qui possédent 1a majeure partie de la radioacti-
vité. Le pourcentage des lipides totaux augmente au
cours de la phase exponentielle, passant de 6% au
quatrieme jour a 22% au douziéme jour, pour rester
ensuite stationnaire. Les dosages de phosphore effec-
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constant du phosphore lipidique. La proportion de
phospholipides reste donc uniforme au cours de la cul-
ture, il est vraisemblable qu’il n’y a pas de modifica-
tion dans la composition de la membrane cytoplas-
mique.

Les variations quantitatives et qualitatives des com-
posés lipidiques affectent pxuiOt les lipides des parois
cellulaires. On sait en effet qu'un pourcentage impor-
tant de lipides constitués d’esters d’acides gras de poids
moléculaire moyen et d’acides nocardiques se retrou-

vent dans les parois de Nacordia [5] . La présence des
acides mycoliques a égaiement éié démonirée dans ies
parois des mycobactéries [6,7] . L’augmentation du

taux d’acides nocardigues aux dénens des acides orag
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plus importante encore lors de la phase stationnaire,
montre que la biosynthése des acides nocardiques con-
tinue, bien que la croissance et la division bactérienne
soient arrétées. Ainsi, la couche lipidique externe qui
constitue une sorte de coque protectrice hydrophobe
pour la bactérie s’enrichit encore en acides nocardiques
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arrét des activités métabo-
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