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Abstract

The marine diatom Chaetoceros lauderi (Ralfs cc) produces a high molecular

weight ionic polysaccharide which exhibits a significant antibiotic activity against
staphylococcus species acid pathogenic .fungi. Acidic hydrolysis followed by GC-MS
identification of the corresponding alditol acetates leads to a basic structural
‘composition comprising arabinose, xylose, galactose, mannose and glucose in the
ratio 12:21:15:25;5. The presence of uronic and sulfate residues in the ratio 3:2 is

suspected from the conductimetric titration curve using sodium hydroxyde.

Introduction

Les propriétés antibactérieﬁnes du phytoplancton marin sont connues
(Rosenfeld..., 1947 ; Steeman-Nielsen, 1955 ; Jérgensen..., 1961 ; Sieburth...;
1962 ; Aubert..., 1966 ; Moebus, 1972 ; Andersen..., 1972 ; Sims..., 1975 ; Baslow,
1977) . Quelques composants actifs ont pu étre caractérisés (Mautner..., 1953 ;
Jérgensen, 1962 ; Sieburth, 1963 ; Berland..., 1972 ; Fenical..., 1973). Les &tudes
portant sur les propriétés antifongiques du phytoplancton sont comparativement plus
rares (Burkholder..., 1962 ; Sharma..., 1968 ; Gauthier, 1969). Le présent rapport
a poﬁr objectif 1'isolement et la caractérisation partielle d'une substance i pro-

priétés antibiotique et antifongique produite par la diatomée marine Chaetoceros

lauderi (Ralfs cc)

Résultats et discussions

Une &tude prospective systématique pré&alable, conduite sur les extraits
aqueux de 48 algues planctoniques (Pesando..., 1978), a permis de mettre en &vidence

une activité antifongique significative pour 5 diatomées : Asterionella notata,

Chaetoceros lauderi, Chaetoceros pseudocurvisetus, Chaetoceros socialis et Fragilaria
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pinnata. Une &tude plus compléte a &té réalisés sur Chaetoceros socialis dont le

spectre antifongique apparait particulidrement intéressant (Gueho..., 1977). Cette

diatomée &tait précédemment connue pour son large spectre antibactérien vis 3 vis
des germes aérobies (Aubert..., 1966) et anaérobies (Aubert..., 1972). L'activité

antibactérienne, tout d'abord attribude 3 Chaetoceros teres, espéces morphologique-

ment identique 3 Chaetoceros lauderi, a pu 8tre rattachée i cette dernidre griace a

1'examen des spores (Nival, 1976).

La souche sur laquelle ont &té réalisée nos travaux a été isolée en Janvier
1976 @ la Station Marine de Villefranche sur Mer. Les cellules, cultivées dans des
conditions axéniques (Provasoli, 1966) pendant 12 jours sont récupérées par filtra-
tion sur membrane (Sartorius 8 microns). 500 Litres de culture conduisent 4 1 g de
cellules (poids sec). La suspension cellulaire dans 1° eau distillée (1:20, poids
humlde/v) est broyée (Ultraturrax 20 000 tours/min/5 min), centrifugée (30 min) puis
filtrée sur membrane (0.2 microns). L'extraction et la purification du composant

actif sont suivis par des tests d'antibiose (Chabbert, 1963) effectués vis i vis de

Staphylococcus epidermitis (CIP 53 124) , micro-organisme particulidrement sensible
d 1'action de la diatomée (Pesando..., 1978). Aprés filtration sur membrane (Amicon
PM 30) 1'activita antibiotique est retrouvée dans la fraction de masses moléculaires
supérieures & 30 000. Par purification de cette fraction sur une résine &changeuse
d'anions (Cellex Bio Rad, tampon véronal 0.05 M, pH 8, Medcalf 1975) et &lution

d 1'aide d'un gradient coi. 1w de chlorure de sodium (0.2 i IM) 1la fraction active
est détectée dans 1'éluant de concentration 0.5 M. Aprés concentration, déminérali-
sation sur membrane (Amicon PM 30), la solution obtenue est précipitée 3 froid avec
3 volumes d'éthanol (24 h, 4°) puis centrifugée (12 000 trs/min/30 min) . Le préci-
pité, qui comporte la totalité de 1'activité antibiotique, est redissous dans 1'eau
et soumis 3 une filtration sur gel (Ultrogel LKB, AC H 34, 20 000 - 350 000 daltons)..
Le composé actif (15 mg) est obtenu dans le volume d'exclusion de la colonne ce qui
est en faveur d'une masse moléculaire supérieure 3 200 000. Il présente une forte

activité antibactérienne sur Staphylococcus epidermitis (50 ug provoquent une lyse

de 5 mm) et inhibe le développement de Microsporum gypseum et Sporothrix schenckii

(concentration minimum inhibitrice, 150-200 pug/ml) . Les activitds antibactériennes
et antifongiques sont maintenues lorsque la substance est placée dans une gamme de

PH 2.5 - 11.5 ; 1'inactivation est obtenue par chauffage a 80°

Parmi les tests d'orientation, seules les réactions i 1'anthrone et au réac-
tif carbazole sulfurique (Dische, 1962) se sont révélées positives indiquant une
structure glucidique. La présence de groupements sulfate et uronate a pu €tre mise

en évidence par conductimédtrie (Rinaudo, 1966 ; Karimian, 1978). La répartition des
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Fig. 1 : Courle de neutralisation conductindtrigue par MaOH 106 d'une smlution contenant 7 mg. de polysaccharide.
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charges déduites &e.la courbe de titration (fig. 1) est en faveur de la présence de
trois groupements ester sulfate pour deux résidus uroniques (capacité ionique

1.18 10-'3 €quivalents/g). L'hydrolyse par 1'acide trifluoroacétique en tube scellé
du polysaccharide ionique (4 mg) suivie de réduction par le borohydrure de sodium et
peracétylation de 1'hydrolysat total a permis la mise en &vidence par chromatographie
en phase vapeur (colonne ECNSSM, 180°) des constituants monosaccharidiques suivants :
arabinose, xylose, mannose, galactose et glucose dans les proportions respectives
12:21:15:25:5 (intégration des sﬁrfaces de pics des alditols peracétylés correspon-
dants, fig. 2) . Des traces de 6-désoxy hexoses du type rhamnose et fucose sont égale-
ment détectables. Le couplage avec la spectrométrie de masse (appareil MS 30, AET,
interface 3 membrane) a confirmé par les fragmentations séquentielles classiques des
hexitols et pentitols peracetates (Chizhov..., 1966) les attributions précé@dentes.
Une tentative de mise en €vidence de groupes uronates par réduction préalable du po-
lysaccharide ionique total en Présence d'un agent deutériant (Taylor..., 1972) n'a
pour l'instant pas permis de confirmer les résultats de titrage conductimétrique et

de nouveaux essais sont nécessaires pour confirmer ce point.

Conclusion
e —

L'utilisation de tests antibiotiques et antifongiques systématiques a permis

la mise en évidence et 1a purification & partir d'une souche axénique de la diatomée

Chaetoceros lauderi d'un polysaccharide ionique de haut poids moléculaire.

Sa caractérisation se poursuit activement dans nos laboratoires et nécessite
conjointement la production & pPlus grande échelle du micro-organisme considéré ainsi
que la mise au point corrélative de méthodes d'étude structurale adaptées aux faibles
quantités de substance mises en oeuvre. Si la richesse en constituants polysacchari-
diques des algues pluri-cellulaires est bien connue (Percival..., 1967 ; Percival,
1970) et que celle des diatomées marines commence 3 8tre investiguée (Myklestadt...,
1974 ; Smestadt..., 1974, 1975 ; Handa..., 1969 ; Haug, 1976 ; Allan..., 1972),

il ne semble pas que des composés de haute masse moléculaire présentant une activité
antibactérienne ou antifongique aient &té mis en évidence jusqu'ici 3 partir d'algues

Planctonique. Un domaine de recherche d'intérét est donc ici perceptible.
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