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Résumé : Les cyanobactéries en général, synthétisent et se-
crétent dans leur milieu de culture des substances diverses
a activité algicide, antibiotique, cytotoxique et immunosup-
pressive afin de prédominer dans leurs écosystémes. Chez
I'espéce Arthrospira platensis, ces substances et surtout leurs
effets sont trés peu étudiés. Notre travail vise la mise en évi-
dence et la quantification de trois activités biologiques de
métabolites extracellulaires de la cyanobactérie Arthrospira
platensis, originaire du lac Tchad, a savoir Iactivité cytotoxi-
que sur les cellules Caco et Véro, 'activité antibactérienne sur
les bactéries Gram positives Staphylococcus aureus, Staphy-
lococcus epidermidis, Micrococcus luteus et sur les bactéries
Gram négatives Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et
Salmonella paratyphi et I'activité stimulatrice de la division
cellulaire sur la microalgue Cosmarium lundellii.

Mots clés : Arthrospira platensis — Substances extracellulai-
res — Cytotoxicité — Activité antibactérienne - Stimulation
de la division cellulaire

Biological activities of Arthrospira platensis
(filamentous cyanobacteria) extracellular metabolites

Abstract: In order to prevail in their ecosystem, the cyanobac-
teria synthesize and secrete various substances which may have
algicide, antibiotic, cytotoxic and immunosuppressive activities.
For Arthrospira platensis, these substances and their effects have
not been subject to full study. Our work aims to put in evidence
and to quantify the existence of such activities in the extracel-
lular substances of Arthrospira platensis (isolated from Chad
Lake). We have tested the promoting effect of these substances
on the cellular division of one microalgae Cosmarium lundellii
and the antibacterial effect on the Gram positive bacteria: Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus lu-
teus and the Gram negative bacteria: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli and Salmonella paratyphi.

Keywords: Arthrospira platensis — Extracellular substances -
Cytotoxicity — Antibacterial activity - Promoting cell division

Introduction

Les cyanobactéries sont des micro-organismes dont les
diverses espéces colonisent, depuis 3,5 milliards d’années, le
monde vivant a I’échelle du globe. Ces espéces sont connues
pour leur plasticité écologique exceptionnelle [4,10,21] leur
permettant de s’adapter et de peupler pratiquement tous les
environnements.

Les cyanobactéries produisent une grande variété de
métabolites qui peuvent étre des peptides de faibles poids
moléculaires, des alcaloides, des terpénoides, des polysac-
charides et des lipopolysaccharides [16-20,37,38,40-42]. La
plupart de ces métabolites sont accumulés dans la biomasse
cyanobactérienne, mais cela n’empéche pas que certaines
cyanobactéries (Nostoc commune, Tolypothrix byssoidea,
Nodularia harveyana, Anabaena cylindrica, Arthrospira
platensis, etc.) excrétent ces métabolites dans leur environ-
nement, d’ou leurs nominations par certains auteurs d’exo-
métabolites ou de métabolites extracellulaires [18-21,36-38].

Les métabolites extracellulaires sont dans la plupart des
cas des substances bioactives dont les activités biologiques
sont diverses et multiples : antifongique, antivirale, antibac-
térienne, antialgale, stimulatrice de la croissance cellulaire
[11,18-20,23,28,36-38] d’ou leur intérét potentiel dans I'indus-
trie pharmaceutique, agronomique ainsi que dans d’autres
applications [13].

Mis a part ces substances, les cyanobactéries produisent
des cyanotoxines posant de sérieux risques pour la santé des
animaux domestiques et sauvages ainsi que pour la santé
humaine. La production des cyanotoxines est surtout observée
pendant les périodes de « bloom » ou il y a lyse cellulaire
et libération de ces métabolites dans I'’environnement [25].
Parmi ces cyanotoxines on cite selon leur mode d’action les
hépatoxines (microcystines et nodularines) les neurotoxines
(anatoxines et saxitoxines) et les dermotoxines [5,22,30,35].

Arthrospira platensis, appelée communément spiruline,
est une cyanobactérie qui est exploitée, aussi bien en lacs
naturels qu’en bassins industriels, dans diverses régions
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du monde. Si les propriétés diététiques et thérapeutiques
de la spiruline sont bien connues et trés étudiées [1], les
propriétés des substances excrétées par cette espéce ne
sont pas identifiées de fagon certaine a I'heure actuelle
[27]. Toutefois, diverses indications ont été publiées dans
la littérature scientifique concernant de tels effets. Les
propriétés particulieres de ces substances sont connues
empiriquement par certaines populations, notamment par
les populations tchadiennes. Ces propriétés sont décrites
dans les travaux de Clément et al. [7]. Ces derniers auteurs
citent sans le définir ou le caractériser « un principe actif »
présent dans le milieu de culture accélérant le processus de
cicatrisation et favorable au traitement d’affections de la
peau (cedémes, eczémas).

Durant cette derniére décennie, des travaux plus récents
mettent en évidence chez ces substances une activité anti-
virale [14,15,29] ou stimulatrice de la croissance des bacté-
ries lactiques [27]. Ces travaux sont cependant, d’une part,
réalisés sur différentes souches d’Arthrospira platensis et
d’autre part ne donnent que peu d’indications sur les seuils
d’activité, les conditions de culture et les périodes de préle-
vements des métabolites extracellulaires. Ces parametres
peuvent affecter qualitativement et quantitativement les
activités biologiques de ces métabolites.

Notre travail a pour objectif de mettre en évidence certains
effets des métabolites excrétés par la cyanobactérie Arth-
rospira platensis souche Compére moyennant des cultures
stériles en batch réalisée dans des conditions prédéfinies.
Trois types d’effets sont considérés : pouvoir cytotoxique,
activité antibactérienne et activité stimulatrice de la division
cellulaire. Nous quantifions ces effets et déterminons les
seuils d’action et de saturation de ces actifs. Nous étudions
également la cinétique de leur sécrétion et la variation des
activités en fonction de I'age de culture.

Matériels et méthode

Culture de la spiruline

La cyanobactérie Arthrospira platensis (Compere n°1968/3786)
utilisée dans ce travail est originaire du lac Tchad, purifiée
et acclimatée pendant plusieurs années au laboratoire de
photobiologie de I'université de Liége. Le milieu préconisé
pour la culture est le milieu « Zarrouk » [43] de composi-
tion (g/l) : NaNO}, 2,50 ; KZHPO4, 0,50 ; NaHCOS, 10,00 ;
NaCl, 1,00 ; MgSO,.7 H.O, 0,2 ; CaCl,.2H 0, 0,02 ; FeSO .
7H O, o,01 et de pH initial 9,02. Les cultures expérimen-
tales stériles sont maintenues dans une salle climatisée, a
30 °C et sont soumises a un éclairement en continu (24/24),
d’une intensité de 50 pmoles/m* par seconde, assurée par
des tubes fluorescents (Mazda Fluor TF18 W/L). Une
homogénéisation en continu des cultures est assurée par
de I'air comprimé stérile enrichi en CO, (1 %). Le pH du
milieu de culture n’est pas réajusté a la valeur initiale, mais
il évolue progressivement et apres 25 jours de culture il est
de 10 A 10,2.

Détermination de la biomasse

La concentration en biomasse seche d’Arthrospira platensis
est évaluée en mesurant la densité optique pour chaque
échantillon a A = 670 nm par un spectrophotomeétre
(Beckman Coulter DU 640B, Etas-Unis). La valeur de la
biomasse séche est déterminée en rapportant la valeur de
I'absorbance sur la courbe d’étalonnage biomasse séche
en fonction d’absorbance de 670 nm préétablie selon la
méthode de Costa et al. [8].

Obtention des métabolites extracellulaires

La biomasse et le milieu de culture sont séparés par une
filtration sur une toile en nylon de 25 pmoles de poro-
sité suivie d’une centrifugation & 7 ooo t/min durant
20 minutes. Le milieu de culture obtenu est filtré a travers
une colonne en verre remplie de résine XAD-1182 Amber-
lite” [37] (VWR international, prolabo, France). Apreés
adsorption des composés organiques hydrosoluble du
milieu de culture sur la résine Amberlite™ une élution
avec du méthanol p.a (Fluka Chemie, Switzerland) a été
réalisée. La solution méthanol-métabolites extracellulaires
obtenue est rotaévaporée jusqu’a séchage complet par un
systéme de rotaévaporation (Laborota 4000WB Heidolph,
Germany). Le résidu est récupéré dans '’eau déminéralisée
puis lyophilisée et conservée a 4 °C. La contamination des
métabolites extracellulaires par des produits de lyse est
déterminée par le suivi des pics d’absorption des pigments
photosynthétiques (A = 620 nm et X = 680 nm) dans le
spectre d’absorption UV-Visible de la solution méthanol-
métabolites extracellulaires. L’absence d’absorbances pour
ces pigments indique 'absence d’une lyse cellulaire [33].
Nous signalons que la lyse cellulaire au-dela du j22 devient
assez conséquente. Les métabolites intracellulaires s’absor-
bent massivement aux métabolites extracellulaires présents
dans la culture, rendant I'interprétation des résultats assez
difficile. Les résultats relatifs a cette période ne sont par
conséquent pas pris en compte dans le présent travail.

Test de cytotoxicité : test MTT

L’étude de la cytotoxicité des métabolites extracellulaires
a été effectuée sur des cellules Caco-2 du colon humain et
des cellules Véro de rein de singe.

(Cercopithecus aethiops) (Biovalori, France) en utili-
sant le test MTT : sel de tétrazolium (bromure de 3-[4,
5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium).

Le milieu de culture employé pour la culture des cellules
Véro est le milieu synthétique RPMI 1640 (Sigma, France),
pour la culture des cellules Caco-2 milieu de culture
utilisé est le milieu synthétique Dulbelcco’s Modifief
Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma, France). Ces milieux
de base sont toujours supplémentés avec 1 % de L-gluta-
mine (2 mM concentration finale) [Sigma, France], sérum
de veau feetal (SVF) [Sigma, France] et 1 % mélange de
pénicilline (100 U/ml) et de streptomycine (100 pg/ml)



[Sigma, France]. Le test MTT de la viabilité cellulaire a
été réalisé selon Mosman [24]. Le principe du test MTT
est basé sur la capacité de la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules vivantes de réduire le MTT
de couleur jaune en cristaux bleus de formazan. L’inten-
sité de la couleur bleue du formazan est proportionnelle
au nombre des cellules vivantes. Ainsi, I'effet cytotoxique
peut étre mesuré grice a un dosage spectrophotométrique.
Les cellules Véro et Caco-2 sont cultivées en monocouches
dans des plaques de 96 puits (polylabo, France) et dans du
milieu complet.

Les cellules sont ensemencées a raison de 2x10, cellules/
puits, elles sont ensuite traitées par des concentrations
croissantes en métabolites extracellulaires (o, 100, 200,
300, 400 pg/ml) pendant 24 heures. 150 ul de la solution
MTT (5 mg/ml) dissoute dans le milieu de culture sont
additionnés dans chaque puits puis la plaque est incubée
a 37°C pendant trois heures. Le surnageant est éliminé et
200 pl de la solution de HCI dans I'isopropanol (0,04N) sont
additionnées a chaque puits avant la lecture de la densité
optique a 540 nm avec le lecteur Elisa (Stat Fax 3200
Awareness Technology).

Activité stimulatrice de la multiplication cellulaire

Cosmarium lundellii souche Lefévre répertoriée chez CCAP
(culture collection of algea and protozoa) sous le code
CCAP612/15. Cette microalgue a été utilisée dans certains
travaux [23] pour prouver lactivité stimulatrice de méta-
bolites extracellulaires de certaines cyanophycées sur la
multiplication cellulaire. Les cellules de cette microalgue
sont de grande taille, et pendant la division les deux cellules
filles issues de la cellule mére restent en contact pendant
plusieurs heures par les hémisomates néoformés (Fig. 1) ce
qui permet de les identifier sous un microscope optique a
faible grossissement.

Fig. 1. Deux hémisomates néoformés de la microalgue Cosmarium lundellii. (G < 100)
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Cosmarium lundellii est un milieu recommandé par
CCAP et de composition en mg/l : NaNO,, 0,25 ; MgSO,.
7H.O, 0,075 ; NaCl, 0,025 ; KZHPO4, 0,075 ; KH2P04, 0,175 ;
CaCl.. 2H O, 0,025 ; HBO, 0,28; EDTA, 1,25 ; KOH, 0,77 ;
FeSO4. 7H.,O, 0,125 HZSO4, 0,02.

Cosmarium lundelii sont ensemencées dans des boites de
pétri en verre de 6 cm de diameétre et sont traitées avec des
concentrations croissantes de métabolites extracellulaires.
Les cultures sont incubées dans les mémes conditions de
température et d’éclairage que la culture témoin. L'activité
stimulatrice de la multiplication cellulaire est déterminée
par le comptage des cellules en division aprés 12 heures
dans une population de 30 individus sous un microscope
Hund V300 et a un grossissement (G x 100). Le pourcen-
tage du nombre des cellules en division par rapport au
nombre total des cellules quantifie I'effet des métabolites
extracellulaires sur la multiplication cellulaire.

Activité antibactérienne

Les bactéries Gram positives Staphylococcus aureus, Staphy-
lococcus epidermidis et Micrococcus luteus et des bactéries
Gram négatives Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
et Salmonella paratyphi sont utilisées dans ce test.

L’activité antibactérienne est déterminée par [utili-
sation de la méthode de diffusion sur milieu solide. Des
boites de pétri contenant chacune 20 ml de gélose nutri-
tive sont inondées séparément par 2 a 3 ml d’'une suspen-
sion d’inocula bactérien de 10° a 10° CFU (unité formant
colonie)/ml. Des disques stériles de papier wattman de
8 mm de diametre sont déposés sur la surface de la gélose.
Chacun des disques contient 60 pg de métabolite extracel-
lulaire. Des disques imprégnés d’eau distillée stérile et des
disques d’antibiotiques chargés de 30 pg de kanamicyne
sont utilisés en tant que témoins négatifs et positifs. Les
boites sont incubées a I'étuve a 37 °C entre 18 et 24 heures.
L’activité antibactérienne des métabolites extracellulaires
testés est déterminée par la mesure des zones d’inhibition
obtenues au contact et autour des disques.

Tous les tests sont réalisés en triplicata.

Résultats

Arthrospira platensis.

Les métabolites extracellulaires de la cyanobactérie Arthros-
pira platensis, dont les activités biologiques sont testées, sont
obtenus a partir d’'une culture en fin de la phase exponentielle
de croissance, a pH = 10 et de biomasse seche de 0,6 g/l.

Cytotoxicité : test MTT

L’effet in vitro des métabolites extracellulaires de la cyano-
bactérie Arthrospira platensis, recherché sur des cellules en
culture (Caco-2 et Véro) montre 'absence de toxicité de ces
métabolites. En effet, aprés 24 heures d’incubation la viabilité
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Fig. 2. Pourcentage de la viabilité cellulaire (cellules Caco-2 et des cellules Véro) aprés 24 heures
dincubation en présence de différentes concentrations de métabolites extracellulaires déterminée
par le test MTT

des cellules Véro et des cellules Caco-2 n’est pas réduite,
méme lorsqu’elles sont exposées a une concentration élevée
atteignant 400 pg/ml de métabolites extracellulaires (Fig. 2).

Activité stimulatrice de la multiplication cellulaire

La variation du pourcentage de cellules de Cosmarium lundellii
en division obtenue apres 12 heures de culture sous différentes
concentrations de métabolites extracellulaires de la cyanobac-
térie Arthrospira platensis est représentée dans la Figure 3.

Le premier point de la courbe représente le pourcentage
de cellules de Cosmarium lundelllii en division dans la
culture non traitée et considérée comme témoin.

L’analyse des résultats montre que la multiplication cellulaire
de Cosmarium lundellii est positivement stimulée par I'ajout
de métabolites extracellulaires d’Arthrospira platensis et que
lintensité de cet effet varie d'une maniére dose-dépendante.

L’ajout de 15, de 25 et de 40 pg/ml de métabolites extra-
cellulaires n’entraine aucune variation de la multiplication
cellulaire de Cosmarium lundellii en comparaison avec le
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Fig. 3. Pourcentage des cellules de Cosmarium lundellii en division aprés 12 heures d'incubation a
différentes concentrations de métaholites extracellulaires

témoin. Le seuil minimal de leffet stimulateur correspond
a une concentration de so pg/ml de métabolites extracellu-
laires pour une augmentation de 5 % du nombre de cellules de
Cosmarium lundellii en division par rapport au témoin. Cet
effet augmente linéairement dans l'intervalle de concentra-
tions 50 a 200 pg/ml de métabolites extracellulaires. Le seuil
de saturation est observé a 200 pg/ml pour un maximum de
35 % de cellules de Cosmarium en division. L’ajout jusqu’a
400 pg/ml de métabolites extracellulaires n’entraine pas de
variation significative de I'effet.

Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été étudiée sur six souches
bactériennes Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
et Salmonella paratyphi B.

Les métabolites extracellulaires de la cyanobactérie Arth-
rospira platensis sont actifs contre les bactéries Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus epidermidis et Micrococcus luteus

Tableau 1. Variation du diamétre de la zone d’inhibition en fonction de différentes concentrations de métabolites extracellulaires

Echantillons testés

Diameétres (mm) de la zone d’inhibition

ME
(30 pg/disc)

ME

Bactéries testées (45 pg/disc)

Staphylococcus aureus 11+1 13+2
Staphylococcus epidermidis 10 + 1,2 15+1,5
Micrococcus luteus 10£1,9

Pseudomonas aeruginosa =
Escherichia coli -
Salmonella paratyphi B. -

ME ME ME Kanamycine
(60 pg/disc) (95 pg/disc) (120 pg/disc) (30 pg/disc)
17 + 1,7 17 £2 17 £2 30 £ 0,7
16 £1,3 17+ 1,8 17+ 1 31+£0,5
13+ 1,4 13+2 13+ 1,5 251

- 24+ 1,4
- - 36 £1,1
- - 22 +0,9

(-) indique que le diamétre de la zone d’inhibition est inférieur a 8 mm




mais ils sont, en revanche, inactifs contre les bactéries Pseudo-
monas aeruginosa, Escherichia coli et Salmonella paratyphi B.
(Tableau 1). Pour une charge de 30 pg/disque de métabolites
extracellulaires, le diametre de la zone d’inhibition est de 10 &
11 mm pour les deux bactéries de genre Staphylococcus. Pour
la bactérie Micrococcus luteus U'effet antibactérien n’est observé
qu’a partir d’une charge de 45 pg/disque.

La moyenne des zones d’inhibition produites par les
métabolites extracellulaires est au maximum de 17 mm a
une charge de 60 pg/disque.

Par comparaison a la kanamycine (30 mm pour une
charge de 30 pg/disque), 'activité antibactérienne des méta-
bolites extracellulaires sécrétés par Arthrospira platensis
serait modérée.

Cinétique de la sécrétion et de I'activité biologique
des métabolites extracellulaires en fonction
de I'age de la culture d’Arthrospira platensis

Cinétique de la sécrétion des métabolites extracellulaires

L’évolution quantitative des métabolites extracellulaires
(Fig. 4) en fonction de l'age de la culture d’Arthros-
pira platensis montre 'existence de trois phases distinctes :
une phase s’étendant de j1 a j8 avec une production non
significative de métabolites, une phase de production
massive de métabolites s’étendant de j8 & ji2 avec une
augmentation linéaire atteignant une production journa-
liere de 15 mg/ml par jour et une phase de stabilisation
s’étendant a j22 et autour d’'une valeur asymptotique de
8o mg/ml.

Par ailleurs, en comparant les phases de production
des métabolites extracellulaires avec ceux de la croissance,
nous remarquons une parfaite dissociation entre les deux
courbes. En effet, la phase exponentielle de croissance a
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Fig. 4. Variations de la croissance en biomasse séche d’Arthrospira platensis et de la concentration en
matiére séche des métabolites extracellulaires en fonction du temps

5

lieu entre j2 et j8, période pendant laquelle aucune produc-
tion significative de métabolites extracellulaires n’est enre-
gistrée. La production massive de ces derniers a lieu, en
revanche, au cours de la phase stationnaire de croissance
entre ji12 et j21.

Variabilité de l'activité stimulatrice
et de l'activité antibactérienne

La variation de l'activité biologique stimulatrice de la divi-
sion cellulaire et antibactérienne en fonction de 'age de la
culture d’Arthrospira platensis est établie moyennant des
prélévements effectués entre j4 et j21 de culture a quatre
jours d’intervalle.

Pour chaque test nous utilisons la méme quantité de
métabolites extracellulaires, soit 60 pg/disque pour lacti-
vité antibactérienne et 200 pug/ml pour l'activité stimulatrice
de la division cellulaire. Ces deux valeurs correspondent aux
concentrations générant les maximums d’activités (cf. para-
graphe activités biologiques des métabolites extracellulaires
chez Arthrospira platensis).

Les résultats relatifs aux tests d’activité, établis dans
ces conditions, sont représentés en fonction de I’age de la
culture dans la Figure 5 pour l'activité stimulatrice et dans
le Tableau 2 pour l'activité antibactérienne. Dans les deux
cas, nous remarquons une variation notable de 'activité en
fonction de I'age de la culture d’Arthrospira platensis.

Pour lactivité stimulatrice de la division cellulaire, le
pourcentage des cellules en division de Cosmarium lundellii
n’est que de 5 % en présence des métabolites prélevés a j4
de culture d’Arthrospira platensis. Ce pouvoir stimulateur
augmente linéairement pour se stabiliser autour de 40 % en
présence de métabolites obtenus a partir de j16 a j21.

50 -
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35+

30+
25

20
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%des cellules de Cosmarium lundellii en division

jours du prélévement des métabolites extracellulaires
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Fig. 5. Variation de Ieffet stimulateur des métabolites extracellulaires sur la division cellulaire de
Cosmarium lundellii en fonction du jour de prélévement de ces métabolites (en jours de culture)



Tableau 2. Variation du diametre de la zone d’inhibition en fonction de I'dge de la culture aprés I'addition de 60 ug/disc de métabolites

extracellulaires

Diamétres (mm) de la zone d’inhibition

j4 j8 j12 j16 j20 Kanamycine (30 pg/disc)
Staphylococcus aureus - - 12+1 14+2 16 + 1 30 +0,7
Staphylococcus epidermidi - - 11+£2,1 16 £ 1,3 17 £ 1,2 31+0,5
Micrococcus luteus = = = 13£1 13+1,5 25+1
Pseudomonas aeruginosa — - - - - 24+ 1,4
Escherichia coli - - - - - 36 +1,1
Salmonella paratyphi B. = = = = - 22+ 0,9

(-) indique que le diamétre de la zone d’inhibition est inférieur a 8 mm

De méme, aucune activité antibactérienne n’est enregis-
trée en présence de métabolites extracellulaires prélevés
avant le 12° jour de culture pour le cas des deux bactéries
du genre Staphylococcus et avant le 16° jour pour le cas
de Micrococcus luteus. Pour ces trois bactéries, I'intensité de
Pactivité reste stable a partir de ji6. Pour le cas des trois
bactéries Gram négatives lactivité est toujours absente
quel que soit 'age de la culture.

Discussion

De nombreux travaux se sont intéressés, durant cette
derniére décennie, aux substances actives sécrétées par les
cyanobactéries comme une source potentielle de nouveaux
produits d’intéréts pharmaceutique et médical. Les travaux
portant sur les activités des métabolites extracellulaires
d’Arthrospira platensis sont cependant relativement rares.
Pourtant, les métabolites sécrétés par cette espeéce présen-
tent des avantages supplémentaires du fait que cette espéce
soit largement exploitée a I’échelle industrielle et du fait
qu’elle ne produit pas de substances toxiques [12,32] comme
le confirment les résultats du présent travail.

Ce travail identifie chez ces métabolites deux types d’ac-
tivité, I'une stimulatrice de la multiplication cellulaire et
l'autre antibactérienne.

Il existe peu de travaux qui mettent en évidence leffet
stimulateur des métabolites extracellulaires chez Arth-
rospira platensis. Les effets stimulateurs de tels types de
métabolites sont, cependant, largement démontrés chez
d’autres cyanobactéries [26,31,34,44]. Les auteurs attribuent
ces effets a la capacité de grand nombre de cyanobacté-
ries de produire des phytohormones semblables a celles
des plantes, dont certaines sont identifiées comme étant
de type auxines ou cytokinines, d’ou leurs nominations
d’auxin-like ou de cytokin-like. L'existence de phytohor-
mones de type auxines dans la composition des métabolites
extracellulaires de la cyanobactérie Arthrospira platensis a
été rapportée par Bronesk et al. [2] qui ont étudié Ieffet
stimulateur de ces métabolites sur la germination des
cellules végétales. Par ailleurs, Rogers et Burns [31] étudiant

Peffet stimulateur des métabolites extracellulaires de la
cyanobactérie Nostoc muscorum sur les cellules fongiques
montrent que le spectre d’absorption de ces métabolites
posséde un pic d’absorption a 306 nm. L’analyse des spec-
tres d’absorbance UV-Visible des métabolites extracellu-
laires d’Arthrospira platensis utilisée dans ce présent travail
montre également un pic d’absorption a la méme longueur
d’onde. Rogers et Burns [31] attribuent cette absorbance a
la présence d’une auxine : 'acide indolique.

L’activité antibactérienne des métabolites extracel-
lulaires a été identifiée chez d’autres cyanobactéries
(Nostoc commune). Ce travail montre que cette activité est
également présente chez Arthrospira platensis. Elle serait
cependant modérée en comparaison aux antibiotiques
usuels, tels que la kanamycine. Toutefois, il faut rappeler
que ces métabolites sont efficaces dans des traitements
locaux d’infections épidermiques (cedéme et eczéma), dans
les utilisations traditionnelles par les peuplades du Ghanem
au lac Tchad [3].

Il est important de constater, a ce niveau, action sélective
de ces métabolites en fonction de la nature membranaire
de la bactérie cible. En effet, sur les six souches étudiées
Pactivité antibactérienne n’est observée que sur les bacté-
ries Gram positives alors qu’elle est totalement absente
chez les bactéries Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
et Salmonella paratyphi B. qui sont Gram négatives. Ces
observations sont en accord avec les travaux de Chrost [6]
qui décrivent une réduction significative des bactéries Gram
positives dans des lacs en Allemagne durant les périodes de
blooms cyanobactériens. La majorité des métabolites extra-
cellulaires contiennent des glycopeptides [9,39], de plus il
est connu que les antibiotiques de nature glycopeptidique
sont préférentiellement actifs contre les bactéries Gram
positives plutét que contre les bactéries Gram négatives en
raison de la différence dans la perméabilité membranaire
des deux types de bactéries [39]. En effet, les bactéries du
premier type sont plus perméables au glycopeptides que les
bactéries Gram négatives.

On en conclut donc que les mémes métabolites extra-
cellulaires issus de la méme culture peuvent générer des
activités différentes et méme antagonistes selon l'espece



cible : prolifératrice pour les cellules de la microalgue
Cosmarium lundelli, inhibitrice pour les bactéries Gram
positives Staphylococcus aureus, Staphylococcus epider-
midis et Micrococcus luteus et inactive pour les bactéries
Gram négatives Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
et Salmonella paratyphi B.

Les résultats montrent également que la présence ou
I'absence des activités, stimulatrice et antibactérienne,
aussi bien que leur intensité, sont tributaires de ldge
de la culture et par conséquent de I'état physiologique de
I'espéce productrice. En effet, les maxima de synthése
des métabolites extracellulaires sont associés a la phase
stationnaire de croissance. De plus, les activités maximales,
qu’elles soient stimulatrices ou antibactériennes, sont
toujours inexistantes ou faibles pendant la phase exponen-
tielle de croissance d’Arthrospira platensis et ne s’affirment
qu'au sein de la phase stationnaire. Cela confirme le fait
que ces métabolites sont des métabolites secondaires qui
sont synthétisés pour jouer un role de défense et n’auraient
aucune implication directe dans la reproduction et dans
la croissance de I’espéce. En effet, il est bien connu que
la phase stationnaire correspond a un état de stress occa-
sionné par I'épuisement des nutriments dans le milieu de
culture. Les conditions de stress inhibent la croissance
et le catabolisme du carbone est surtout réorienté vers la
synthése de métabolites secondaires [39].

Par ailleurs, compte tenu du fait que les tests d’activités
soient réalisés en utilisant la méme quantité de métabolites
extracellulaires, la variation de I'activité avec I'age de culture
serait indicatrice d’'une modification de la composition des
métabolites extracellulaires et plus précisément d’une inten-
sification de la syntheése des principes actifs responsables
de lactivité antibactérienne contre les trois bactéries Gram
positives et de Pactivité stimulatrice sur Cosmarium lundellii
aux dépens d’autres métabolites. De telles variations sont
d’ailleurs signalées par d’autres auteurs [35].

Il n’est pas a exclure de ce fait que de telles variations
soient également tributaires des conditions dans laquelle
I'espéce est cultivée. Nous rappelons que notre expéri-
mentation est réalisée sur des cultures axéniques dans des
conditions de température et de lumiére constantes et dans
un milieu de culture initialement prédéfini. Les travaux au
sein de notre laboratoire (en préparation) montrent que
la variation d’'un ou de plusieurs paramétres de culture
affecte considérablement I’activité biologique des métabo-
lites extracellulaires en relation avec des variations dans
leur composition biochimique.

On en déduit la capacité d’'une méme espéce de synthé-
tiser une panoplie considérable d’actifs biologiques en
fonction des conditions environnementales et des phases
des croissances. La bibliographie relative a l'étude des
métabolites extracellulaires confirme d’ailleurs cette grande
diversité aussi bien dans l'activité que dans la composition.
Une telle diversité est synonyme d’une grande capacité de
I'espéce a modeler son métabolisme pour survivre dans des
conditions extrémes. En effet, il est peu probable qu'une

méme espéce aurait besoin de tous ces métabolites en
méme temps. La synthése de ces métabolites obéirait vrai-
semblablement & une régulation permettant a l'espéce de
sélectionner certains actifs et non d’autres.

Il n’est pas a exclure d’ailleurs, par analogie a ce qui
est connu chez d’autres cyanobactéries, que ces métabo-
lites extracellulaires soient autant des messagers chimiques
impliqués dans le processus de reconnaissance inter- et
intraspécifique (allélochimie) et qui jouerait un réle impor-
tant dans la compétition entre espéces.
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