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1. Introduction 

Les Micromonospora font partie, comme les Myco- 
bacteria&es, de l’ordre des Actinomycetales. Peu de 
travaux ont Cte publies a ce jour sur la composition 
chimique de ces microorganismes dont certaines 
souches produisent des antibiotiques comme la gen- 
tamycine ou la megalomycine [ 1,2] . Dans le cadre 
dune etude taxonomique, Cummins et Harris Btudient 
en 1958 les constituants des parois de 5 souches de 
Micromonospora et signalent la presence d’alanine, de 
glycine, d’acide glutamique , d’acide LL et DL diamino- 
pirnelique, de glucosamine et d’acide muramique [3]. 
Yamaguchi publie en 1965 une etude comparative de 
la composition des parois des Actinomycetales ou il 
inclue les Micromonospora. I1 confirme les resultats de 
Cummins et Harris [3] en ce qui concerne les acides 
amines et signale la presence de quantites variables de 
pentoses et d’hexoses [4]. 

Parallelement a l’etude des parois de Mycobucferikm 
tuberculosis [5,6] , nous avons entrepris celle de la 
structure des parois d’une souche de Micromonosporu. 

2. Matdriel et mkthodes 

La souche de Micromonospora SpF3 a Bte aimable- 
ment mise a notre disposition par le Dr. H.A.Leche- 
vallier (Rutgers University, New Brunswick). 

Les microorganisrnes, apres complete sporulation 
sur une gelose contenant 1% de glucose et 1% d’ex- 

* l&e communication sur les constituants desMicromono- 
spora. 

North-Holland Publishing Company - Amsterdam 

trait de levure Difco, sont cultives dans un milieu 
liquide de mdme composition, pendant 6 jours a 24°C 
sous agitation a 220 rpm. Le mycelium et les spores, 
recoltes par centrifugation et abondamment laves a 
l’eau distillee, sont homogen6ids dans l’eau saline et 
cassds avec la presse de French (3 passages a 4’C). La 
centrifugation a 1000 rpm a 4’C dpare les cellules non 
casdes. La suspension sumageante est ensuite centri- 
fugee & 13000 rpm pendant 30 min; ce traitement 
permet d’obtenir les parois brutes. Elles sont ensuite 
incubees avec la pronase** (solution g 10%) dans le 
tampon phosphate 0.067 M a pH 7,8 pendant, 18 h, 
puis separees du surnageant par centrifugation et lavees 
plusieurs fois avec de l’eau distillee. Apres digestion 
pronasique, les parois sont delipidees a la temperature 
ambiante successivement par l’acetone, l’alcool/ether 
(I/ 1) et le chlorofomre/methanol(2/ 1). 

Les anlayses qualitatives et quantitatives d’acides 
amines et de sucres amines sont effect&es sur les 
hydrolysats des parois a l’aide de l’autoanalyseur de 
Beckman. Les sucres amines sont dgalement doses 
selon la methode d’Elson-Morgan, modifiee par Riming- 
ton [7] . l..e dosage de phosphore est fait selon King 

PI. 
LAS sucres neutres sont doses par la methode au 

phenol [V] et identifies par chromatographie sur 
papier. 

Les chromatographies sur papier Whatman No. 1 
ou 4 et sur couche mince (Silicagel G Merck) sont 
effect&es dans les melanges de solvants suivants: 

** Le traitement par la pronase a 6th ensuite abandon&, les 
parois ayant avant et apr6s I’incubation la m6me compo- 
sition en acides amin6s. 
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A. butan-l-olfacide adtique/eau 4/l /5 
B. butan-l-ol/ethanol/eau 10/l/2 
C. mdthanol/acide formique/eau 85/ 15/5 ascendante 
D. propan-l-ol/NI$OH (sp.O,88)/eau 6/3/ 1 
E. propan-l-ol/eau 7/ 1 

carboxyles d’acides amines non engages dans les liai- 
sons peptidiques semblement done amidifies [ 151. 

L’hydrolysat contient Bgalement de faibles quan- 
tit& de glycerol decelees par chromatographie sur 
papier. 

Les revdlations utilisdes sont: la ninhydrine pour les La glycine, l’alanine, l’acide glutamique et l’acide 
acides et sucres amines, le reactif molybdique pour diaminopimClique ont BtB identifids dans les parois en 
les esters phosphoriques [ 1 O] , le nitrate d’argent al- proportions molaires approximatives 1,5/ 1 /l/2; les 
calin pour les gylcols [ 1 l] , le phtalate d’aniline pour aminosucres, glucosamine et acide muramique se 
les sucres reducteurs et le reactif d’Elson-Morgan pour trouvent en proportion molaire de 3/l. lies parois ne 
les sucres amines [ 121 . contiennent pratiquement pas d’autres acides aminds. 

2.1. Extraction des parois par l’acide trichloroaktique 

500 mg de parois delipidees sont homogeneisees 
dans 50 ml de TCA a 10% et laissees en contact pen- 
dant 24 h a 4°C sous agitation mecanique. On sdpare 
le surnageant pas centrifugation et on recommence 
l’extraction dans les mdmes conditions pendant 72 h. 
Apres centrifugation, les deux surnageants sont r&nis 
et concentres par lyophilisation. A un volume de la so- 
lution acide on ajoute 5 volumes d’ethanol glace. 11 se 
forme un precipite incolore (130 mg) qui est separe 
par centrifugation. 

Le dosage selon Calkins [ 161 effectue sur les parois 
montre la presence d’acide glycolique en quantite a 
peu pres BquimolCculaire avec l’acide muramique 
(0,7/l). L’acide muramique de Micromonospora pour- 
rait done se trouver sous forme N-glycolyle comme 
c’est le cas chez les Mycobactdries et Nocardia [ 17, 181 

IX precipite obtenu a partir de l’extrait trichloro- 
acdtique au moyen d’ethanol contient environ 25% de 
glucosamine et 2,2% de phosphore. 

Son hydrolyse menagee (HCl, 0.1 N; 10 min a 
lOO’C), suivie de chromatographie sur papier (solvant 
D) et sur couche mince (solvant E) permet d’identifier 
a c&b d’autres constituants la N-acetylglucosamine, 
Rf = 0,66 et 0,56. 

3. RCsuItats 

Micromonospora SpF3 contient environ 1% de 
lipides totaux (par rapport au poids set) dont 60% 
sont des phospholipides, le reste &ant compose de 
glycerides, d’acides gras libres, de peptido- et de gly- 
colipides [ 141. 

A partir de ce m&me precipite nous avons Bgale- 
ment pu obtenir, au tours d’une hydrolyse menagke 
(HCl, 6 N; 20 min a 1 OO’C), deux substances phos- 
phorylees g Rf respectifs, 0,78 et 0,5 1 (solvant C). 

La composition des parois delipidees est indiquee 
dans le tableau 1. 

Des quantites importantes d’ammoniaque ont Cte 
mises en evidence au tours de l’analyse selon Moore et 
Stein effect&e sur l’hydrolysat acide des parois. Les 

Le produit ayant un Rf = 0,78 a Bte isole par chro- 
matographie preparative sur papier (meme solvant). 
Son hydrolyse acide (HC16 N; 8 h g 100°C) fournit de 
la glucosamine et du phosphate mineral en proportion 
l/0,8. Son traitement par la phosphatase alcaline (in- 
cubation B 37’C pendant 18 h dans un tampon 
(NH&CO3 0.01 M a pH 9,3) lib&e de la glucosamine 
et du phosphate. 11 s’agit done bien dun phosphate 
de glucosamine. Afm de determiner le point d’attache 

Tableau 1 
Composition des parois de Micromonospora SpF3. 

Acides aminks Sucres aminks* Suc:es neutres** P 
R6sidu miniral 
aprks combustion 

26% 20% 

* Calcult en glucosamine. 
** arabinose, galactose, mannose, rhamnose. 

15% 1,2% 8% 
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de l’acide phosphorique sur la glucosamine, now avons du sucre amine. Toutefois la migration du phosphate 
soumis cette substance a l’oxydation periodique selon du C 4 au tours de l’hydrolyse acide ne peut pas dtre 
Roseman [ 191. Le produit de reaction a pu Qtre iden- exclue . 
tifid par sa vitesse de migration dam les solvants C et Recemment, Baddiley et toll. [20] signalent la 
D au l-phosphate de glycolaldehyde authentique p&ewe dans les parois de St@~~lococc~s lactis 
(Rf= 0,25; revelation par NOsAg et reactif molybdique). NCTC 2101 d’un polymere contenant de laN-acetyl- 

Ce resultst, ainsi que la relative stabilite du phos- glucosamine et de l’acide phosphorique pour lequel ils 
phate de glucosamine en milieu acide, semblent in- porposent la structure suivante: 
diquer que l’acide phosphorique esterifie le carbone 6 

&AC 
1 

Les experiences en tours permettront de verifier si 
la souche de Micromonospora Btudiee, contient un 
polymere analogue . 
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