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génere autant d'interrogations qu'elle apporte de véponses. »

Plevve Joliot






Avant-propos

Le travail présenté dans le document suivant aéatiésé au sein du « Laboratoire de Génie
Chimique » (UMR 5503, CNRS/INPT/UPS) dans le dépadnt « Bioprocédés et Systéemes
Microbiens » a I' « Ecole Nationale Supérieure d'@gomie de Toulouse ». Il a été financé par
« Evialis », une compagnie spécialisée dans laci@tion et la commercialisation d’aliments pour
animaux, de prémix ou mélanges d’additifs et dedpits de santé et d’hygiéne pour les animaux.
Une Convention Industrielle de Formation par laheche (CIFRE) a été menée pendant 3 ans. Ce
travail a donné lieu a deux publications, une phét une acceptée (cf Annexe | et Il).
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Abréviations

Abréviation Signification |
AA Solution antibiotique
ACN Acétonitrile

AFB1, B2, G1, G2,
M1

Aflatoxine B1, B2, G1, G2, M1

AFM1 Aflatoxine M1

AFSSA Agence Francaise de Sécurité Sanitaire Alimentaire
ALARA As Low As Reasonably Acheavable

ANOVA Analysis of Variance

AOAC Association of Official Analytical Chemists

AP1 Amino-polyol FB1

ATCC American Type Culture Collection

Aw Activité de I'eau

BATH Bacterial Adherence Test Hydrophobicity

BSA Bovine Serum Albumine

CAST Council for Agricultural Science and Technology
CCM Chromatographie Couche Mince

CEA Centre d’Energie Atomique

CIRIMAT Centre Interuniversitaire de Recherche et d'Ingémiges Matériaux
CPG Chromatographie Phase Gazeuse

CO, Dioxyde de carbone

CYA Czapeck Yeast Agar

DAS Diacetoxyscirpenol

DJT Dose Journaliere Tolérable

DMEM Dubelcco’s Modified Eagle Medium

DMSO Diméthylsulfoxyde

DON Déoxynivalénol

EDTA Acide éthyléne diamine tetra acétique

EFSA Autorité européenne de sécurité des aliments

EIC Extraction lon Current

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EMAN European Mycotoxin Awareness Network

ESCA Electron Spectroscopy for Chemical Analysis

ESI Electrospray Inisation

FAO Organisation des Nations Unies pour I'alimentagbliagriculture

FB1, FB2, FB3, FB4

Fumonisine B1, B2, B3, B4

FDA

Food and Drug Administration

FX Fusarénone X

GLU Glutamine

HPLC Chromatographie Liquide Haute Performance
HSCAS Aluminosilicates de sodium calcium hydratés

IARC International Agency for Research on Cancer

JECFA Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
MCEFE-7 Michigan Cancer Foundation — 7

MS Spectrométrie de masse

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyph)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoliun
NIV Nivalénol

0, Dioxygene

OMS Organisation Mondiale pour la Santé

OP1 Amino-polyol FB1 oxydé




Abréviation
OPA

Signification
O-Phthaldialdehyde

OTA, OTB, OTC, «a

Ochratoxine A, B, Cq

PAT

Patuline

PBS Phosphate Buffer Saline

Pgs 95°™ percentile

UE Union Européenne

SVF Sérum de veau fétal

SVF-TC Sérum de veau fétal traité au charbon

TIC Total lon Current

UFC Unité formant colonies

ul Unité Internationale : correspond a la quantitéadigne nécessaire a la transformation
d’lumol de substrat par minute

USA United States of America

XPS X ray photoelectron spectroscopy

ZEA

Zéaralénone
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Introduction genérale

Connues depuis des siécles, les mycotoxines santodénes naturelles produites par des
moisissures. Elles peuvent contaminer une largengarde denrées alimentaires, des matieres
premiéres aux produits transformés. Leurs effexiqtes sur I'homme et I'animal, multiples et
méconnus, leur stabilité, et leur présence suraiebneux produits agricoles justifient I'attention
croissante qui leur est portée (nombreuses recbereh cours, renforcement de la Iégislation en
Europe).

Les épisodes majeurs de contamination de mycotexiia@s I’histoire sont nombreux. Au
Moyen-Age, par exemple, le « Mal des Ardents » ¢iew de Saint-Antoine », maladie a laquelle on
attribuait une cause surnaturelle, fut identifiénooe I'ergotisme, gangrene due a l'absorption de
seigle contaminé par des alcaloides de I'ergotuiteghar la moisissur€laviceps purpuredBové,
1970 ; Beardall et Miller, 1994). Les fusariotoxsnet essentiellement la toxine T-2, sont considerée
comme responsables du déclin de la civilisationudfue (Schoenthal, 1991) et de la crise
athénienne cing siecles avant J.-C (Schoenthal})1@3ertains tombeaux égyptiens ont également
été suspectés de renfermer des moisissures séané@amycotoxine, I'ochratoxine A (OTA), qui
aurait été responsable de la « malédiction desaBhar> (Pittet, 1998). La littérature vétérinaire
rapporte de nombreux cas de mycotoxicoses, notatmmegndrome de Turkey X ou « maladie de
la dinde », qui a décimé en Angleterre des millides dindes, de canetons et autres animaux
domestiques dans les années 1960. Elle a perndéadeivrir les aflatoxines, mycotoxines produites
parAspergillus flavusen quantités importantes dans la farine d’aracimgertée d’Amérique latine
dont se nourrissaient les volatiles. L'existence dg/cotoxines n’est donc pas récente. En janvier
2003, une polémique éclate aprés la parution ditinleade « 60 millions de consommateurs » se
basant sur une étude évaluant le taux de mycotoxiaas des céréales pour petit-déjetner. Sur 40
produits testés, la moitié contienne de I'OTA awste valeur maximale de 8,9 pg/kg. Les
consommateurs commencent a prendre consciencerayerdiéé aux mycotoxines. De nombreux
produits sont régulierement retires du marché &eallune contamination en mycotoxines plus
élevée que le seuil admis. La derniere intoxicatoité observée au Kenya en 2004. 317 cas
d’intoxications sevéres dont 125 cas mortels du&sdlatoxine ont été observés (Azziz-Baumgartner
et al, 2005).

Les mycotoxines se retrouvent dans une large eadétproduits agricoles dont les céréales,
les fruits secs, les noix, le café, et ce, partlauts le monde. La contamination par des mycotoxines
peut étre provoquée par certaines conditions emvementales au champ, des procédés mal
maitrisés de récolte, de stockage et de transfamda®armi les différentes sortes de mycotoxines,
une vingtaine d’entre elles sont considérées comprésentant un risque pour le consommateur et
comme ayant un impact sur 'économie de nombrews.p®ar exemple, chez 'homme, les
aflatoxines dont I'aflatoxine B1 (AFB1) et 'OTA bBté classées comme cancérogenes avereés par le
Centre International de Recherche contre le CH@I&C).

Pres de 300 métabolites potentiellement toxiqueggmrant des moisissures contaminent 25 a
40 % des productions céréalieres mondiales, aigeaux mesurables (Pittet, 1998; Yiannikouris et
Jouany, 2002b).

Pour étre efficace, le contrble du niveau de comation des aliments exige I'emploi de
stratégies variées et complémentaires et ce aralitiés etapes de I'élaboration de l'aliment. Des
méthodes préventives telles que des pratiquesraldtuadaptées existent pour diminuer le risque de
prolifération de moisissures. Cependant, I'élimimrattotale du risque fongigque et mycotoxique est
impossible (CAST, 2003). Les stratégies impliqudmttri et/ou la destruction des denrées
contaminées sont peu réalistes du fait de leur @odihomique important. Par ailleurs, la dilutios de
aliments contaminés afin d'abaisser le niveau detacpination en-dessous des normes
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réglementaires, a été interdite en Europe a paetijuillet 2003.Une fagon d’augmenter la qualité
sanitaire des aliments est I'utilisation de ligamdméraux et organiques ou de micro-organismes
détoxifiant les mycotoxines afin de limiter 'abption des mycotoxines dans l'organisme de
'animal. Ceci permettrait de contrecarrer les sfigéfastes des mycotoxines. De nombreuses études
ont été effectuées dans ces domaines mais peured’efies ont des applications faisables
techniqguement et économiquement. Le but de noseéd été d’étudier d’autres pistes possibles de
décontamination de matiéres premieres contamif@esailleurs, la these étant en relation avec un
industriel, le but était également d’explorer drastmatériaux non brevetés capables d’adsorber les
mycotoxines ou de les transformer.

Le travail de these présenté dans ce document da@s, une premiére partie, pour but de
caractériser l'adsorption de mycotoxines sur desresp dAspergillusde la section Nigri, non
toxinogénes, et d’élucider le(s) mécanisme(s) airefs) d’adsorption de plusieurs mycotoxines, et
plus particulierement de la zéaralénone (ZEA),saspores. En effet, peu de solutions d’élimination
efficaces existent contre cette mycotoxine qui ptsegraves problémes notamment chez le porc.
Nous avons choisi de nous focaliser sur les myaogsxsuivantes : I'OTA, la ZEA, la fumonisine
Bl (FB1). En effet, nous ne nous sommes pas irgésea |'aflatoxine B1 (AFB1), mycotoxine
posant de nombreux problemes car cette mycotoxshdaeilement adsorbable par de nombreux
matériaux déja existants. L'efficacité d’autres@tiants commerciaux a également été comparée a
'adsorption observée avec les spores.

Dans une deuxieme partie, la sulfo-conjugaisonrad2HA comme moyen de détoxication a
éte etudiée. La toxicité de la ZEA-sulfate a étaléde par test de prolifération cellulaire de ligné
cellulaire Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7).
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Etude bibliographigue

Chapitre 1 : Les mycotoxines

| Les différents types de mycotoxines

.1 Structures chimiques des mycotoxines

Les mycotoxines (du grec « mycos » : champignomt stes molécules de faible masse
moléculaire issues du métabolisme secondaire désissures. Il en existe 300 a 400 types. Elles
appartiennent a des familles chimiques tres digedsemolécules.

.1.1 Les aflatoxines

Les aflatoxines constituent un groupe de 18 congegécturellement proches (un assemblage
d’'une coumarine et de 3 furannes). Les plus coasasont 'AFB1, 'AFB2, 'AFM1, 'AFG1 et
'AFG2 (cf Figure 1). Le cycle lactone de 'AFBlrable étre responsable en majorité de sa toxicité

(Leeet al, 1981).
o I| ] o
I OCH:
0 ;:) 3 [ Io I ;oﬂq
o (=] o )

Figure 1 : Structures chimiques des aflatoxines BB2, G1 et G2.

1.1.2 Les ochratoxines
Les ochratoxines constituent une famille de toxigestenant une isocoumarine parfois
chlorée couplée par une liaison amide a une maéteilL-phénylalanine. Parmi les 3 ochratoxines
existantes (OTA, OTB, OTC), I'OTA est la plus fr&gment rencontrée (cf Figure 2).

VS PS
“T 1]
O XA I
@ [
)
PSP S

Figure 2 : Structures chimiques des ochratoxines (A et C du haut vers le bas).
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[.L1.3 La zéaralénone
La ZEA est une lactone de I'acide résorcycliqueHigure 3).

HO

Figure 3 : Structure chimique de la zéaralénone.

I.1.4 Les trichothécénes

Les trichothécenes sont une grande famille de royawds (cf Figure 4) composées de 4
groupes :
- Groupe A : constitué par les trichothécénesrjant pas de fonction cétone en C8. Les plus
importants sont la toxine T-2, la toxine HT-2 etlacétoxyscirpénol (DAS).
- Groupe B : constitué par les trichothécéenes tayaa fonction cétone en C8. Les plus importants
sont le déoxynivalénol (DON) et ses formes acégjlée nivalénol (NIV), et la fusarénone-X (FX).
- Groupe C : constitué par les trichothécenes tayanépoxyde supplémentaire en C7 comme la
crotocine.
- Groupe D : constitué par les trichothécenes tayanmacrocycle entre C4 et C15. Les plus
importants sont les verrucarines, les roridindsesatratoxines.

Les groupes A et B et notamment les toxines T-22HT le DON sont les plus importants en termes
de prévalence naturelle.

R1 R2 GE R4 R5
Toxine T-2 OH CHCOO CH;COO H (CHg),CHCH,COO
DON OH H OH OH O
Figure 4 : Structures chimiques des trichothécénes.
1.1.5 Les fumonisines

Les fumonisines forment une famille d’environ 15lérolles dont les fumonisines B1, B2,
B3, B4 (cf Figure 5).
o XM NN NG R,  OH

R ,J‘\ e I/\\/ AN AN f\\//‘\\/)\ At

ﬂo\v,/\\/ /\/,c CH, R; NHp

o A o
0" o

R1 R2

FB1 OH OH
FB2 OH H
FB3 H OH
FB4 H H

Figure 5 : Structures chimiques des fumonisines.
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1.2 Mécanismes d’absorption et effets toxiques des mycotoxines

[.2.1  Généralités sur la métabolisation des xénobiotique s chez
I'hnomme
Les xeénobiotiques, dont font partie les mycotoxinesibissent quelques étapes de
métabolisation et d’excrétion, différentes selamrdecaractéristiques physico-chimiques, avant &l’étr
excrétés par les voies urinaires et fécales (airgi@). L'absorption et I'excrétion des xénobioggqu
impliquent différents organes en particulier leefet le rein (cf Figure 7).

Xénobiotiques

¥ v v

Tres lipophile Lipophile Polaire Hydrophile
Métaboliguement stable \l,
Accumulation Phase |
Tissus gras (Inactivation ou
activation)
Oxydation, réduction,
hydrolyse
Polaire
\ )
Phase I
(Inactivation en général)
Conjugaison
Hydrophile
/ \’ ,
Bile Excrétion Urine

Figure 6 : Voie générale de métabolisation et d’exétion de xénobiotiques (d’aprés Pussa, 2007).
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Ingestion Inhalation Absorption
Bouche Nez ou bouche cutanée \
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L Circulatiom> Foie s gang et Iymphe/ \

ntérohépati Peau
y»e// Organes

. Os
Bile Reins Glandes de i
PoUMONS ande: Tissus mous
Foces sécrétion
_ \l/ _ Vessie (glandes
Air expiré \l/ mammaires\ o
) landes Sécretions
Urine 9 (sueur, lait,

sudoripares :
P ) salive, pleurs)

Figure 7 : Principales voies de distribution, d’absrption et d’excrétion des molécules toxiques (d'ags Pussa,
2007).

[.2.2 Métabolisation et effets toxiques des mycotoxines

La diversité des structures chimiques des mycoesxientraine une diversité d’effets
toxiques. Selon le type de mycotoxines, elles peuagoir des effets génotoxiques (induisant des
mutations geénétiques), tératogenes (provoquant @éwelodppement anormal de I'embryon),
cancérogenes (induisant des cancers), immunoseprseséinduisant une dépression du systéme
immunitaire), oestrogéniques (mimant les hormonésk effets toxiques des mycotoxines sont
résumes sur le Tableau 1.

Tableau 1: Tableau récapitulatif de la toxicité dedifférentes mycotoxines (a partir d’AFSSA, 2009).

Mycotoxines Génotoxiqgue Tératogene Cancérogéene Immuno- Oestro-
suppresseur  génique
AFBl * * * *
OTA * * *
ZEA * *
DON *
T-2, HT-2 *
FBl * * *

.2.2.1 L’aflatoxine B1

L’AFB1 est de loin la plus toxique des mycotoxin€$AFB1 est principalement transformée
dans le foie en 8 métabolites: I'époxyde-AFB1, IME, I'AFB2, 'AFQL, I'AFP1, I'aflatoxicol,
I'aflatoxicol H1 et I'aflatoxicol M1 (cf Figure 8)Ces métabolites a I'exception de I'époxyde et de
AFM1 sont généralement moins toxiques. Le foienbke étre la principale cible de I'AFB1
(Sudakin, 2003 ; Richard, 2007). Elle est d’'aileprouvée comme responsable, en partie, du cancer
du foie (Jackson et Groopman, 1999). En effet,alésoxines agissent comme des intercalants a
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I’ADN en créant des liaisons avec les bases guar(iBeenet al, 2004) et entrainent la formation de
cellules cancéreuses.
o \.rlw‘:' EJIJ/HW

’—L—/E?)I\L "ﬂﬂ/{’/ ;ﬂ;t;x ;e B1 \amlj:;rﬂ\

st ® ” i \e’\
[T i . QoH,
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Aflatoxicol . é‘ Afiatoxine B1
{dans fe rumen et le foie) 8-9 &powyde
Hydroxylations QO-déméthyiation l
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Jj i - 8-9 dihydrodiol

X, E&* |

Afiatoxing M1 Ia o l : l
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o Phenolate
“)[IE\L dialdehydigue
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OTHy
Aflatoxine 81
ARatoy 5 :
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Liaizons covalentes aux acides
nucleigues ou formation de bases de

i Schiff avec les protéines cellulaires et
Conjugaison avec des nucléophiles solubles microsomiales (guanine, méthionine,
{giutathion, glucuronides, sulfonides ...} histidine ...}

¥

n, détoxification Toxicite, carcinogénicité
Figure 8 : Métabolisme de I'aflatoxine B1 dans ledie (d’'apres Yiannikouris et Jouany, 2002).

[.2.2.1 L’ochratoxine A

L’OTA est absorbée tout d’abord au niveau de I'esto. Elle peut également étre absorbée
dans lintestin gréle ou elle est hydrolysée enrattxine o ou OTa (non toxique) par
carboxypeptidase A et la chymotrypsine. Au niveauale, 'OTA est transformée en métabolites
mineurs (cf Figure 9) qui permettent une détoxaapartielle.

Chez 'homme, I'OTA est associée a la survenue @l’pathologie hommeée néphropathie
endémique des balkans (MalBt al, 2007). Cela consiste en une trés forte anémis poe
insuffisance rénale.

Les ochratoxicoses chez les animaux se manifegggrdes dommages rénaux, une anorexie
accompagnée d’une perte de poids, des vomissertiaptgrition de conjonctivites.

10
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saaves i< “f%;
Ochratoxme B
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[ CH,
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| 4-[S]hydroxy-OTA | O@T\ 4- [R] hydroxy-OTA

1% CHZOH

://

Oh droxy-OTA
Figure 9 : Métabolisme de 'OTA dans le foie (d’apes Pfohl-Leszkowicz, 1999).

[.2.2.2 La zéaralénone

Les propriétés physiques et chimiques de la ZEAotamment son hydrophobicité sont des
caractéristiques favorables a une large diffusidiingérieur des tissus. Les différentes études de
pharmaco-cinétique montrent d’ailleurs que la ZEA a&bsorbée rapidement apres administration
orale (Ramogt al, 1996) et peut étre métabolisée par le tissutinedgVidemannret al, 2008). La
ZEA et ses dérivés ont la capacité de se fixelagerf compétitive sur les récepteurs oestrogéniques
cellulaires. La ZEA est donc un pertubateur endoeni. Sa fixation est due a sa capacité a adopter
une conformation similaire aux oestrogenes natutels que le 1fF-estradiol (cf Figure 10).
L’énantiomeére R de la ZEA, n'ayant pas la méme aonétion, n’a aucune activité oestrogénique.

B A Hgf/f J\

OH = = \C

Zéaralénone

@3@ s

Estrone

Figure 10 : Conformations de la zéaralénone et d'estrogene nael (extrait de Gaumy et al, 2001).

Chez 'lhomme, la ZEA est suspectée d'une vague ldmgements pubertaires chez des
milliers de jeunes enfants a Porto-Rico. Des tmésoaux Etats-Unis, en Chine, au Japon et en
Australie ont été liées a la présence de ZEA desslénrées alimentaires (Bilgrami et Choudhary,
1998).

Les différentes propriétés d’absorption, de distitn, de biotransformations et d’excrétion
de la ZEA chez différents animaux ont été résunp@essaumyet al. (2001). Plusieurs métabolites

11
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tels que lesy et B zéaralénols et et zéaralanols (cf Figure 11) peuvent étre forméspduvent
ensuite subir une glucurono-conjugaison (JEFCAQ200 a- zéaralénol est un métabolite 3 a 4 fois
plus actif que la molécule initiale. Le porc esttigallierement sensible a la ZEA (Zinedieé al,
2007). Le taux de survie de 'embryon est notamnaéminué pour les femelles en gestation ayant
ingéré de la ZEA (Osweileat al, 1990).
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H CH
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» 4
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% H (CH
Y ) |
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OH
Alfa-zeamalenol (Alfa-Z0L) Beta-rearalenol (Beta-Z0L)
)
OH O g CH
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» by
OH O OH O )
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“, 0~ N H B 07
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Figure 11 : Structures chimiques de la zéaralénonet de ses dérivés tels que leszéaralenol,g-zéaralenol,
zéaralanone,a-zéaralanol,p-zéaralanol (extrait de Shautet al, 2008).

[.2.2.3 Les trichothécenes

> Latoxine T-2

Chez 'homme, la toxine T-2 injectée dans la lumiértestinale passe rapidement dans le
sang et est métabolisée sous forme de toxine HiTaitees produits de désestérification. Elle est
ensuite distribuée dans I'organisme ou elle selikxae préférence dans les reins, le foie, laette
la graisse. Elle est excrétée par l'urine, la lateles féces (AFSSA, 2009). La toxine T-2 est
probablement a l'origine de I'aleucie toxique alimtagre (IARC, 1993b), maladie qui a touché des
milliers de personnes en Sibérie pendant la secgnelee mondiale.

Elle provoque, chez I'animal, une perte de poids domissements, des dermatoses séveres
et des hémorragies pouvant entrainer la mort. Laingo T-2 posséde des propriétés
immunosuppressives intervenant a la fois sur l&gays immunitaire des cellules et sur le nombre de
macrophages, de lymphocytes et d’érythrocytes (Rddassin, 2004). Elle inhibe la synthése
protéigue et la synthese d’ADN et d’ARN (Richar@02).

»> Le DON

La biodisponibilité du DON est extrémement variabdon les espéces animales, allant de
10% chez les ovins a plus de 50% chez le porc (AF-2809). Le DON, communément appelée
vomitoxine, provoque des vomissements chez le (Richard, 2007) induisant une réduction de la
consommation alimentaire, une diminution du gain peds et des perturbations de certains
parametres sanguins dont le taux d'immunoglobulédegjues (Rotteet al, 1996).

12
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1.2.2.4  Les fumonisines

Chez I'homme, la FB1 est immunotoxique et peut iredules effets indésirables sur le
systeme cardio-vasculaire. De maniere généraldufasnisines provoquent des lésions profondes
du foie, du tractus gastro-intestinal, du systeer@eux et des poumons (Zomborszky-Kovatal,
2002). La FB1 agit sur la voie de biosynthése gsngolipides en inhibant de facon compétitive
l'activité de la céramide synthase (Soriaebal, 2005). Cette perturbation de la synthése des
sphingolipides entraine une accumulation de bgdsagoides (la sphinganine et la sphingosine) et
une déplétion en céramide et en sphingolipides t@xep (cf Figure 12).

OH
NH

3+

Dihydrocéramide
synthase

OH
Dihydrocéramide CHa(CHz)loCHZM/CHZOH
NH
(0]

CHy(CH),CHy > Y

Dihydrocéramide

désaturase
OH
Ceéramide CH3(CH2)1OCH2M/CHZOH
NH

CHyCH)CH 7 7

o}
Céramide synthas Céramidase
OH
Sphingosine CH3(CH2)100H2\/\)\/CHZOH
NH,+

Figure 12 : Métabolisme de la biosynthése des basgshingoides.

Chez I'animal, apres administration par voie qrdée FB1 est faiblement absorbée et se
retrouve majoritairement dans les féces. La biatigplité de la FB1 est évaluée de 1 a 6% selon
'espece (AFSSA, 2009). La majeure partie de lan@@absorbée se retrouve dans le foie et les reins.
Chez le porc, a dose élevée, elles peuvent égatenteber I'action des macrophages pulmonaires
responsables de I'élimination des pathogénes (Cletngl, 2006) et induisent une pathologie
caractéristique : 'cedeme pulmonaire (Hasaohieq, 2001).
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1.2.2.5 Synergieentre différentes mycotoxine

Des effets de synergie peuvent exister entre plisiedines (Tajiméet al, 2002 ; Luongcaet
al., 2006 ; McKearet al, 2006; Tammeret al, 2007 ; Bouslimiet al, 200¢ ; Klari¢ et al, 2008).
Par exemple, la citrinine etQTA ensembleprovoquent la mort cellulaire de cellules Véro (86X
mortalité) alors que éffet pour chacune de ces mycotoxines seule esicbep moins importa a
savoir 10% demnortalité pour la citrinine et0% pour 'OTA (Bouslimiet al, 2008). L'association
de la FB1 et de OTA provoque également des effets synergiquesesucellules de reins de pc
(Klari¢ et al, 2008).De plus en plus’études considerent unemtamination multiple de plusieu
mycotoxines (Cheet al, 2008).

1.3 Méthodes d’'analyses des mycotoxines

Pour l'analyse des mycotoxines, habituellement présentl’ état de traces, il existe u
panoplie de méthodes analytiques basées essantealiesurla séparation chromegraphique des
molécules puisleur détection par spectrophotométrie ou fluorim. Pour quantifier les
mycotoxinesprésentes dans les aliments, elles scabord extraites puis purifiéeavant d’étre
détectées (cf Figure 13).

Préparation de I'échantillon
Broyage / Tamlsag-e

Extraction
\ Milieu organigue

Extraction/Purification/Concentration
Liguide/liquide Phase solide Immunoaffinité

Dépistage

 ELSA
qualitatif ou quantitatif ceM

i3S n B
e S Y N Y 7|01

Figure 13: Principes d'analyse des mycotoxines (extrait de Dragaceit al, 2005).

Certainesméthodes de détection comme la chromatographiehe mince (CCM) et de
méthodes immunochimiquesel que | « Enzymeliked ImmunoSorbent Ass » ou ELISA
permettent une détection qualita et semi-quantitative. Elles ontallantage ’'étre rapides et
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peuvent traiter plusieurs échantillons en parallekls techniques immunochimiques reposent sur
l'utilisation d’un anticorps spécifique dirigé coatla mycotoxine recherchée. Ces méthodes peuvent
créer des faux positifs qui entrainent une suredion des résultats. Les limites de détection sant
général de moins de 1 ppb (Barna-Vedtal, 1994).

Les méthodes de référence a savoir la chromatogra@zeuse (CPG) pour les composeés
volatils et la chromatographie liquide haute perfance (HPLC) permettent de quantifier de fagon
précise les mycotoxines. La chromatographie gazesseéservée a I'étude de mycotoxines qui
peuvent étre volatilisées par dérivatisation comeee trichothécenes (Langseth et Rundberget,
1998). La technique HPLC est la méthode la plusséé. Grace au couplage avec la fluorimétrie,
elle peut atteindre des limites de détection tedblds (de I'ordre de 10 ng/kg). Lorsqu’elle est
combinée a une étape préalable de purificatiortipamatographie d'immunoaffinité, cette méthode
est validée au niveau international et fait I'oljetnormes. La chromatographie liquide couplée a un
spectrometre de masse (LC/MS) est de plus en glliséa pour identifier les mycotoxines ou
métabolites associés (Takimd al, 2004 ; Spanjeet al, 2008 ; Monbaliuet al, 2009) car elle
permet une détection simultanée de plusieurs mygws. La chromatographie gazeuse couplée a
un détecteur de masse (GC/MS) peut elle aussiuditieée pour détecter plusieurs mycotoxines
simultanément (Tanakat al, 2000).

Il Les microorganismes producteurs de mycotoxines
[I.L1  Les moisissures toxinogenes

1.1.1 Généralités

Les microorganismes producteurs de mycotoxinesd@mtnoisissures de différentes especes
essentiellement Aspergillus de Penicillium de Fusarium de Claviceps et d’Alternaria (cf
Tableau 2).

Les toxines sout souvent classées en fonctionedpdce de moisissure productrice a savoir
les toxines dAspergillus (les aflatoxines et les ochratoxines) et les toxirde Fusarium
(trichothécénes, fumonisines et ZEA). Les prodaiggicoles sont fréquemment contaminés par
plusieurs moisissures capables de produire chaqoinsieurs toxines. Par exemple, les
trichothécénes, la ZEA et la FB1 (les fusariotog)neoexistent souvent car elles peuvent étre
produites par les mémes espécebugarium

Le ro6le des mycotoxines chez les moisissures tgéines n'est pas encore élucidé. Elles
permettraient, entre autres, de lutter contre &gion d’autres microorganismes (Utermark et
Karlowsky, 2007).
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Tableau 2 : Mycotoxines et moisissures productricesssociées (AFSSA, 2009).

Mycotoxines Principales moisissures

productrices

AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 Aspergillus flavus, A. parasiticus, A.
nomius

OTA Penicillium verrucosum, P. nordicum,
Aspergillus ochraceus, A. carbonarius, A.
niger

Patuline (PAT) Penicillium expansum, Aspergillus
clavatus, Byssochlamys nivea

FB1, FB2, FB3 Fusarium verticillioides, F. proliferatum

Trichothécénes (DON, toxines T-2, HT-2) Fusarium graminearum, F. culmorum, H.
crookwellense, F. sporotrichiodes, F.
poae, F. tricinctum, F. acuminatum

ZEA Fusarium graminearum, F. culmorum, H.
crookwellense

Alcaloides de I'ergot Claviceps purpurea, C. paspali, C.
Africana

Citrinine Aspergillus terreus, A. carneus, A. nivels,
Penicillium verrucosum, P. citrinium, P.
expansum

Toxines d’'Alternaria (alternariol, alternariol Alternaria alternata, Al. solani

méthyl éther...)

Acide cyclopiazonique Aspergillus flavus, A. versicolor, A.
tamarii, Penicillium camemberti

Stérigmatocystine Aspergillus nidulans, A. versicolor, A.
flavus

Sporidesmines Pithomyces chartarum

Stachybotryotoxines Stachybotrys chartarum

Toxines d’endophytes (ergovaline, lolitreme B) Neotyphodium coenophialum

Phomopsines Phomopsis leptostromiformis

Toxines trémorgenes Penicillium roquefortii, P. crustosum, P.
puberrelum, Aspergillus clavatus, A.
fumigatus

[I.L1.2 Habitat naturel de ces moisissures toxinogenes

Plus de 200 espéces constituent le géwmmergillus Particulierement communes en région
tropicale, certaines especes sont cependant cositespdres fréquentes dans le sol, sur débris
organiques en décomposition, dans le compost, l@gnentrepots a grains, dans les épices... Les
spores dAspergillussont plus abondantes dans les espaces clos qirdibre. Elles sont souvent
associées aux poussieres émises lors des travaworggruction, excavation et rénovation de
batiments. Ce sont des spores qui sédimententarapiat, mais s’accumulent sur les surfaces et dans
les poussieres.

Moisissure cosmopolitdsusariums’isole du sol, de I'eau, de I'air et de nombreggétaux
gu’il parasite le plus souvent, entrainant desgseséveres dans les cultures.

De tous les champignons, c’est probablemeanicillium le plus ubiquiste. En effet, il
comporte plus de 200 especes qui se rencontreioupae I'équateur aux pbles : dans le sol, sur des
débris organiques, dans le compost, sur les fatitégumes. Les especes Renicillium sont des
contaminants fréquents de lair, tant dans lesrogggs qu’a I'extérieur. Leurs spores s’isolent ¢out
'année. De nombreuses espéeces sont susceptibéesrdacontrer dans I'habitat humide.
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Pathogene de végétauXiternaria est cosmopolite et se comporte surtout comme taspa
de faiblesse et se développe sur des plantes séescsur des débris organiques divers, sur Je sol
sur des produits alimentaires, sur le papier...

[1.1.3 Utilisation industrielle de ces moisissures

Certaines de ces especes de moisissures sonéadilindustriellement dans de nombreux
domaines (agriculture, biotechnologie, environnamesanté...). Ces souches utilisées sont
inoffensives et utilisées comme auxiliaires tecbgmues. Il n'y a donc aucun risque de
contamination des aliments produits par des myaogsx Par exempl&enicillium roquefortiiet P.
camembertisont utilisés pour la production de fromages. D&simoisissures sont utilisées pour la
production d’enzymes (protéases produitesAoatigel), de médicaments (production de pénicilline
par P. chrysogenuin F. graminareumest utilisé pour produire une mycoprotéine vendomme
aliment protéique d’origine végétale.

[I.2  Risque de contamination par les mycotoxines

[1.2.1  Conditions propices a la contamination fongique

Les produits agricoles peuvent étre contaminés des moisissures soit en plein champ
(principalement Fusarium Alternaria) ou lors du stockage (principalememenicillium et
Aspergillug. Les espéces de moisissures ont leurs caracjg@est propres de croissance. Par
exemple, la gamme de température dans lesqueles gtuvent pousser varie en fonction des
especes (cf Tableau 3). On ne peut donc pas rerdoutes les espéces selon les conditions de
température de I'environnement.

Tableau 3 : Températures caractéristiques de croiasice de quelquegspergilli, Penicillia et Fusarium.

Espéeces fongiques Tmin Topt  Tmax

Aspergillus flavus 15 35 44
Aspergillus clavatus 10 25 37
Penicillium aurantiogriseum 8 24 28
Penicillium purpurogenum 12 28 35
Fusarium tricinctum 5 25 35

[1.2.2 Contamination fongique et mycotoxines

Non seulement la contamination fongique des derale®ntaires entraine une modification
de la valeur nutritive et de la qualité organolgpé de la denrée alimentaire, mais surtout entraine
dans certains cas, la présence de mycotoxines. M#éinyea eu contamination fongique, la présence
de mycotoxines dans le produit agricole n’est gagatoire. En effet, les conditions de croissance
des moisissures différent des conditions de mydotgénese. Chaque espece ou isolat croit dans
des conditions spécifiqgues d’humidité et de tentpéea Ces conditions optimales de croissance
peuvent différer de leurs optima de production geatoxines. Par exempld,. carbonariuamontre
un optimum de croissance entre 30°C et 35°C aloesle maximum de production d’OTA de cette
souche se situe a des températures comprisesl&i€est 20°C (Mitchekt al, 2004).

[1.2.3 Moisissures et mycotoxines dans la chaine alimenta ire

L’entrée des mycotoxines dans la chaine alimentaiedfectue soit par des denrées
consommeées directement (arachides, pistaches, asafmdits secs...) soit indirectement par des
produits dérivés (par ex. produits issus de la fization, céréales pour le petit-déjedner...) (cf
Tableau 4). Les procédés de conservation (stérdisa pasteurisation, lyophilisation,
congélation...), s'ils agissent sur les moisissures,permettent pas de détruire, ou trés peu les
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mycotoxines (Bullerman et Bianchini, 2007). La nadhtamination de denrées par les mycotoxines
est fréquente (multiproduction de différentes mggotes par une méme espece ou production d’'une
seule mycotoxine par plusieurs espéces de moissssimultanément). Il est donc fréquent de
trouver plusieurs mycotoxines présentes sur un maéhmeent, en particulier sur les céréales,
vecteurs de mycotoxines trés importants car etdes gniversellement consommées par 'homme et
par les animaux. Les mycotoxines étant peu métsdmsi par les organismes vivants, elles peuvent
également se retrouver dans les produits d’origimenale (lait ou produits laitiers, charcuterie...).
Par exemple, TAFML1 se retrouve dans le lait dehea@inedineet al, 2006).

Tableau 4: Principaux champignons, mycotoxines etahrées associées (données régroupées a partir d3FA,
20009).

Produits AFB1 OTA FB1 ZEA DON
infectés
Céréales :
Avoine
Blé

Orge

Mais

Riz

Seigle
Sorgho
Produits * * * * *
dérivés

Autres

produits
agricoles :

Cacao *
Café *
Biere *

Vin
Fruits séchés * * *
Fruits secs * *
Produits
animaux :
Viande *
Lait * *
Euf *

sl *| ¥ +]| ]| *| *
*
*
*
*

Il Réglementation des mycotoxines et impact
économique

1.1 Evaluation du risque mycotoxique

L’évaluation du risque mycotoxique est délicate ca risque est d'origine naturelle
(contamination fongique liée aux conditions envirementales), difficilement contrélable, et il peut
étre multiple par le fait qu'une moisissure peubduire plusieurs mycotoxines. Selon 'AFSSA,
I'évaluation des risques est I'évaluation de labafulité qu’'un effet indésirable sur la santé
survienne a la suite de l'absorption d’'une denrlmemtaire présentant un danger, dans une
population, aprés exposition au danger. Pour céniget les dangers, une Dose Journaliére Tolérée
(DJT) est fixée grace aux études toxicologiquesir Ba’il 'y ait pas de risque pour la santé, iitfa
que la quantité a laquelle un individu est expasejqur (I'exposition) soit inférieure a la DJT.d.e
doses journaliéres tolérables et le pourcentagagpport a la DJT en apport au®95percentile
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(P95) de consommation pour la population généeadeal{es de 15 ans et plus) sont présentés sur le
Tableau 5. Une exposition se rapprochant de ladpparait pour le DON et la ZEA.

Tableau 5 : Estimation des apports alimentaires de$orts consommateurs (P95) pour la population généfe
(adultes) et des doses journaliéres tolérables différentes mycotoxines (AFSSA, 2009).

Mycotoxines DJT (ng/kg p.c./)) Exposition en % de la
DJT pour P95
OTA 120 20%
ZEA 200 35%
DON 1000 57%
FB1 2000 3%

Il n’a pas été fixé de DJT pour les aflatoxines.dHiet, ces substances présentent des effets
cancérogenes genotoxiques sans seuil. La seuledyapréaliste est de réduire I'exposition a un
niveau aussi faible que possible suivant le prm@&hARA (As Low As reasonnably Achievable).
L’apport au P95 est de 0,35 ng/kg/p.c./j pour ldsltes de la population générale. Seul 0,01%
d’individus dépassent la limite maximale fixée [@IEFCA a 1 ng/kg/p.c./].

1.2 Réglementation sur les mycotoxines

A partir de l'évaluation du risque, un reglemenufpé&tre mis en place. Les premiers
reglements visant a limiter la présence de mycaotsdans les denrées alimentaires ont été élaborés
en 1960, apres la découverte de 'AFB1. Actuelleimemviron 100 pays (couvrant environ 85% des
habitants du monde) ont des réglementations coacthas mycotoxines (Van Egmoetal, 2007).

En France, 'Agence Francaise de Sécurité SanitkeseAliments (AFSSA) joue un grand role pour
aider les pouvoirs publics francais a garantir umeau de seécurité alimentaire satisfaisant.
L’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EF8st elle la pierre angulaire de I'Union
Européenne (UE) pour ce qui concerne I'évaluaties dsques relatifs a la sécurité des aliments
destinés a l'alimentation humaine et animale (ajuFé 14). En étroite collaboration avec les
autorités nationales, 'EFSA fournit des avis stifgques indépendants ainsi qu’'une communication
sur les risques existants et émergents. Les vatexisologiques d’'une substance active sont alors
adoptées de maniére unique et commune par I'ensetisl pays de 'UE. Pour une uniformisation
internationale, l&Codex Alimentariuscréé par I'Organisation des Nations Unies paaiinientation

et I'agriculture (FAO) et I'Organisation Mondialeeda Santé (OMS) consiste en un recueil de
normes, directives et recommandations valables fomsrles pays du monde.

Des teneurs maximales autorisées pour les alinpanis bétail concernant 5 mycotoxines
sont en vigueur dans la communauté européenneafitédu 6). Les quantités maximales autorisées
dépendent des animaux pour lesquels les alimemts dastinés et de leur age. Les denrées de
consommation humaine sont bien sir aussi contréigesylementées par la commission européenne
(cf Tableau 7). La réglementation des mycotoxirgspeur I'instant établie sur les effets toxiques
des mycotoxines seules mais des études sont es pour prendre en compte les synergies.
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Figure 14: Différents organismes impliqués dans l&gislation de résidus.

Tableau 6: Teneurs maximales autorisées dans ledineents pour bétail en Europe en 2006 (d'aprés la
Recommandation de la commission du 17 aodt 2006).

Mycotoxines

Réglementation européenne 2

006 :

guantité maximale autorisée dans les
aliments pour bétail (ug/kg)

AFB1 5-20
OTA 50-250
ZEA 100-3000
DON 900-12000

FB1+FB2 5000-60000

Tableau 7 : Quantité maximale autorisée dans les deées alimentaires destinées a ’homme en Europe @006

(d’aprés le reglement CE n°1881/2006).

Mycotoxines Réglementation européenne en 2006 :

guantité maximale autorisée dans denrée
alimentaires destinées a ’lhomme (ug/kQ)

AFB1 0,025-15
OTA 0,5-10
ZEA 20-400
DON 200-1750
FB1+FB2 200-4000

1.3 Réglementation et économie

La réglementation doit aussi prendre en comptetaialaspects politiques et économiques.
La FAO (« Food and Agriculture Organisation ») mstiqu’environ un quart des récoltes de la
planéte de produits alimentaires est susceptild&al’contaminé par les mycotoxines soit environ
1000 milions de tonnes par an. Il est trés diiadlévaluer de maniéere sdre la perte économique du
aux mycotoxines (Wu, 2007). La FDA (« US Food andigd Administration »), a partir d’'un
modele, a évalué la perte aux Etats-Unis du aatcdfines, DON et fumonisines a 392 milions de
dollars (CAST 2003). Plus la réglementation esttgtret plus la quantité de matiéres premieres a
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jeter sera importante. Cela peut créer de gravelsi@gnes économiques aux pays exportateurs de
produits agricoles, problémes a évaluer et a coen@aec le risque mycotoxique.

Afin d’éviter une réglementation trop stricte, eetli est toujours en évaluation. Par exemple,
la réglementation sur les aflatoxines dans les rasik considérée comme trop stricte a I'heure
actuelle. De nombreuses études ont alors été edestpour évaluer le risque lié a une augmentation
de seuil. Dans un avis adopté en janvier 2007 rdeme scientifique de I'Autorité Européenne de
Sécurité des Aliments (EFSA) sur les contaminaetsadchaine alimentaire (CONTAM) a conclu
gue l'augmentation, pour les amandes, noisettggstdches, des taux maximum actuels autorisés
d’aflatoxine totale dans 'UE de 4 pg/kg a 8 ou [1§/kg n'aurait que des effets mineurs sur
I'exposition alimentaire estimée, le risque de earet la marge d’exposition calculée. En 2008, le
Codex Alimentariug défini un taux maximal d’aflatoxines totales & pg/kg dans les amandes,
noisettes et pistaches prétes a la consommatiomjucaeprésente un taux supérieur a celui
actuellement en vigueur dans I'UE (4 pg/kg d'afkimes totales). Actuellement, la Commission
européenne et les Etats membres discutent denkatignt de la Iégislation de I'UE sur la décision
du Codex Alimentariupour ces noix.
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Chapitre 2 : Méethodes de réduction du taux de
mycotoxines dans les aliments

|  Stratégie préventive : Contrdle du développement
des moisissures

Des moisissures peuvent se développer sur legeplaendant leur culture ou sur les produits
agricoles pendant leur stockage, provoquant diftése maladies pouvant avoir des conséquences
néfastes sur le consommateur. Ces moisissuresians, certains cas, la capacité de produire des
mycotoxines. La premiere stratégie pour diminuertarex de mycotoxines est donc de limiter la
prolifération des moisissures.

1.1 Pratiques recommandées au champ pour limiter|  a contamination fongique

L’agriculteur peut jouer sur de nombreux factewarprévenir la contamination fongique.

D’abord, des pratiques culturales adaptées perntetéeréduire les risques de contamination.
Par exemple, la gestion des résidus de cultureé@tédent cultural (Barrier-Guillat al, 2007) est
trés importante pour éviter une contamination désrés cultures. La rotation culturale et le labour
permettent également de limiter la contaminatiorgique (Munkvold, 2003 ; Champeil, 2004).

Ensuite, il est important d'adapter régulieremerngs spratiques aux conditions
environnementales. Par exemple, la semaison deégresldoit s’effectuer dans une période ne
contribuant pas au stress de la plante car cetaifavla prolifération des champignons. Des modéles
d’aide pour les agriculteurs existent afin de etk risque mycotoxique en fonction des conditions
environnementales du moment (Schaafsma et Hoob@7, 2Prandinet al, 2009).

L'utilisation d’agents anti-fongiques peut aussipagier une garantie complémentaire
lorsqu’un risque prévisible existe (Patlal, 2008).Cependant, la gestion du risque mycotoxigue ne
peut s’effectuer sans prendre en compte d’autisgsues alimentaires liés a la présence de ces
fongicides. Une étude trés récente a consistéétunde de la toxicité comparée de 2 fongicides et de
la ZEA et le DON (Muriet al, 2009). Cette étude a montré par un modéle degbiadutilisant des
données de toxicité chez les animaux et les honguese DON était plus toxique que la ZEA et les
2 fongicides.

Des variétés de plantes sélectionnées sur leed@résistance aux moisissures (Clements
al., 2004) peuvent étre en priorité cultivées (Sngdet004). L'utilisation de mais transgénique
(Mais Bt par exemple) pour diminuer le taux de aomihation par les moisissures peut étre envisagé
notamment pour des pays ou la contamination pamigotoxines est un réel danger pour la santé
publique (Wu, 2006).

La présence d’insectes ravageurs de culture, colamgrale, induisant des lésions dans les
tiges et épis de mais, favorise I'entrée des mmisés dans la plante (Sinha et Sinha, 1990). Il est
donc important de limiter I'acces des produits @ggs a ces insectes.

Des technigues de biocontréle avec d’autres migarosmes sont a I'étude pour lutter contre
la fusariose (Schisleet al, 2002). Dans ce contexte, l'agriculture biologique est v
controversée pour une présence supposée de maisisslus importante que dans I'agriculture
conventionnelle. Or, I'ajout pesticides ne semlas mfluer sur le taux de mycotoxines (Champeil
al., 2004). Au contraire, de facon globale, certainésides montrent que I'agriculture
conventionnelle comporte plus de risques mycotaesgque I'agriculture biologique (Finamoee
al., 2004 ; Schneweist al, 2005).
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1.2 Pratiques de stockage

Plusieurs facteurs importants peuvent étre mastqg@ir éviter une contamination fongique
durant le stockage.

D’abord, I'intégrité physique des grains stockéd étre préservée. Un mélange de grains
et/ou un temps de stockage long doivent étre épités diminuer la contamination fongique.

Le contrble des conditions de stockage (séchagetrGe de la température, humidité,
oxygeénation des silos...) est tres important afinvidé la prolifération de microorganismes
indésirables (cf Figure 15) et I'éventuelle prodmct de mycotoxines (Schrddter, 2004). Par
exemple, pendant le stockage dans des silos, uneewwation faible en ©(<1%) et une
augmentation du taux de GGont efficaces pour prévenir le développement messissures
(Driehuis et Oude-Elferink, 2000).

Température (°C) ==

a5

25— INSECTES

ZONE
da bo | BA
CONSERVATION

’ - . “ Humidité (%

Figure 15 : Diagramme de conservation des céréalen fonction de la température et de 'humidité (d'grés
Burges et Burrel, 1964). P.G : Pouvoir Germinatif.

Un tri peut étre effectué pour éliminer les grainataminés. lIs n’ont ni la méme forme, ni la
méme couleur, ni la méme densité que les graims.shés grains peuvent alors étre triés selon leur
apparence (tri simple) ou selon leur densité (g&gien par le poids) (Murphgt al, 1993 ; Guerre,
2000 ; Afolabiet al, 2006 ; Kabalet al, 2006). Ces méthodes ne sont pas tres spécifipees de
matiére) et, en général, incomplétes. Lorsque latatnination en mycotoxines est hétérogene,
I'élimination de la partie contaminée permet deurdalle taux de mycotoxines dans le produit fini
(Benettet al, 1978 ; Osbornet al, 1996). Par exemple, I'épluchage des pommes dshritation
de jus de pommes permet de réduire le taux deipatdé 95% (Lovetet al, 1975).

Un lavage a I'eau de l'aliment ou du grain permgdlément une élimination de certaines
mycotoxines mais de maniére incompléte. Par exengpleremiére étape du procédé de fabrication
de spaghetti a partir de blé dur est un lavageauldu blé, permettant d’éliminer 23% de la teneur
en DON (Viscontiet al, 2004).
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Il Elimination des mycotoxines présentes dans les
aliments

1.1  Généralités

Le suivi des pratiques préventives ne suffit cepahgas a éliminer totalement les risques de
contamination. Il faut donc également élaborer d@atégies pour décontaminer les matieres
premieres. La réduction du taux de mycotoxines petitectuer pendant le procédé de fabrication de
laliment (Bullerman et Bianchini, 2007) ou par ajod’additifs dans I'aliment qui éliminent ou
désactivent les mycotoxines dans I'organisme. Dans les cas, le procédé de décontamination doit
détruire ou inactiver la toxine, ne doit pas généle résidus toxiques, doit maintenir la qualité
nutritive de I'aliment et ne doit pas modifier l@®priétés technologiques du produit.

[I.2  Diminution de la biodisponibilité des mycotoxi nes par adsorption

[1.2.1 Principe du piégeage des mycotoxines

Une technique qui permet de diminuer le taux deatoydnes dans un aliment consiste en
piéger les mycotoxines pour diminuer leur biodispité lors de la digestion dans le tractus
intestinal. Certaines mycotoxines ont la capacités’ddsorber sur des matériaux. Les propriétés de
'adsorbant et des mycotoxines jouent un trés graleldans leur capacité a s’adsorber entre eux. En
effet, la structure physique de I'adsorbant sottHarge totale et sa distribution, la taille desepaet
'accessibilité de la surface ont une importancenprdiale dans l'efficacité de I'adsorption. Les
caractéristiques des mycotoxines telles que lelarip® leur solubilité, leur taille, leur forme,et
dans le cas de composeés ionisés, leur distribulooharge et leur constantes de dissociation sont
€galement importantes.

L’ajout d’adsorbants dans la ration alimentairenéti@aux est la méthode la plus utilisée pour
contrer 'effet néfaste des mycotoxines. Ces adstgne sont efficaces que si le complexe formé
est stable dans le systeme digestif afin que lestoyines ne se retrouvent que dans l'urine et les
féces.

[1.2.2 Adsorbants minéraux

[1.2.2.1 Le charbon activé

Le charbon activé est un composé formé par pyrofiesenatériaux organiques. Il est trés
poreux. En milieu aqueux, il peut adsorber la ptugas mycotoxines. Le charbon activé a surtout
été étudié pour adsorber 'AFB1, la ZEA le DON carsont les mycotoxines ou peu d’alternatives
efficaces existent. Les résultats de différenteded sont condensés dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Adsorption de différentes mycotoxi

nesar du charbon activé.

Mycotoxine  Remarques Références
AFB1 In vitro : In vitro :
Capacité d’'adsorption de 1mg AFB1/100 mg | Decker et Corby, 1980
In vivo: In vivo:
90% du poids corporel retrouvé apres traitemenEdringtonet al, 1997
OTA In vitro etin vivo: In vitro etin vivo:
80% de I'OTA adsorbée avec 6 mg de charbon Rotteret al, 1989
pour 10 mL
L'ajout de charbon activé ne permet pas de
rétablir le poids corporel chez le poulet
ZEA In vitro : In vitro :
100% de la ZEA adsorbée Sabater-Vilart al, 2007 ;
Doll et al, 2004 ;
De 43% a 84% de la ZEA est éliminée par ajolitAvantaggiatcet al, 2003
de charbon activé dans un modeéle intestinal
FB1 In vivo: In vivo:
Le ratio sphinganine/shingosine n'est pas modjfigolfrizzoet al, 2001a
chez le rat apres ajout de charbon activé dans|la
ration
DON In vitro : In vitro :
De 70% a 90% de DON adsorbé Sabater-Vilart al, 2007 ; Dollet al, 2004
35.1 umol de DON adsorbé/g de charbon Avantaggiatcet al, 2004
T-2, HT-2 In vitro etin vivo: In vitro etin vivo:
48 mg T-2 adsorbée/100 mg Fricke et Jorge, 1990
50% de survie chez la souris ayant été nourrie
avec de la nourriture contaminée alors que 90%o
de survie est retrouvée aprés ajout de charbor
Pas d’effet chez les poulets : 20% de perte de| Edringtonet al, 1997
poids corporel avec ou sans traitement

11.2.2.2 Les argiles (aluminosilicates, HSCAS, zéolithes)

L’argile est une roche sédimentaire, composée poarlarge part de minéraux spécifiques,
silicates (forme chimique commune ,Gi*), en général d'aluminium (aluminosilicates ou
phyllosilicates). La montmorillonite et la bentanifcf Figure 16.B) appartiennent a cette famille de
minéraux. Les aluminosilicates de sodium calciundraies (HSCAS) ont la caractéristique de
contenir des ions calcium et ses protons sont g@gésacontre des ions sodium. Les zéolithes sont des
composeés de tétrahedrons de,;S0d’AlO, avec I'atome de métal au centre de chaque tétrahed
(cf Figure 16.A). Grace a cette structure les Héed présentent une surface spécifique trés

importante de I'ordre de 1000 m2 par gramme deiteéol

Figure 16 : Représentation schématique d’aluminosdates : Les zéolithes (A) et les bentonites (B).

Ces différentes argiles peuvent étre utilisées cemmponge organique » pour adsorber les

mycotoxines dans le tractus intestinal, avec ufieagité variable.
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Du fait de linterchangeabilité des cations positiés sur les différentes couches, les
montmorillonites et bentonites semblent efficacasti® 'AFB1, I'OTA (cf Tableau 9).

Les HSCAS ont une bonne affinité pour I'AFB1 (cfbleau 10), formant un complexe stable
aux pH compris entre 2 et 10 et sont égalementagffisin vivo. En général, les HSCAS ont une
plus faible affinité pour les autres mycotoxine&Z OTA, trichothécenes).

Tableau 9 : Adsorption de différentes mycotoxinesgr des phyllosilicates.

Mycotoxine Remarques Références
AFB1 In vitro : In vitro :
Montmorillonite adorbe plus de 93% deg Dakovi et al, 2008
'AFB1
In vivo: In vivo:

L'ajout de bentonite permet de retrouvgr Thieuet al, 2008
des parametres cliniques normaux chez le

porc
OTA In vitro : In vitro :

Bentonite, montmorillonite adsorbe Kurtbayet al, 2008
I'OTA présente dans le vin entre 40% et
100%
ZEA In vitro : In vitro :
Montmorillonite adsorbe la ZEA par Lemkeet al, 1998
interactions hydrophobes
In vivo:

Poids d'utérus de rate augmente avec [eLemkeet al, 2001a
traitement a la montmorillonite : effet
oestrogénique plus important aprés
traitement

T-2, HT-2 In vivo: In vivo :

17% de perte de poids corporel avec | Carson et Smith, 1983
toxine T-2 et seulement 9% aprés ajout
de bentonite

Multi- In vitro et in vivo: In vitro et in vivo:
contamination 9% de gain de poids chez le poulet aprge#liazzoet al, 2005
AFB1-FB1 ajout de bentonite
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Tableau 10 : Adsorption de différentes mycotoxinepar des HSCAS.

Mycotoxine  Remarques Références
AFB1 In vitro : In vitro :
Plus de 80% d’AFB1 adsorbée Phillipset al, 1988
In vivo: In vivo:
Ajout de HSCAS permet : Sehuet al, 2007
- d’augmenter le poids corporel chez les
cailles
- d’anhilier les effets négatifs sur la Sisman, 2006
progéniture de Drosophiles
- une absence d’AFM1 dans l'urine de | Edringtonet al, 1996
dinde
- de réduire les effets négatifs de 'AFB1| Kubenaet al, 1990
chez le poulet
OTA In vitro : In vitro :
Pas d'effet Galvanoet al, 1998
ZEA In vivo: In vivo:
Ajout de HSCAS diminue le taux Abbeset al, 2007
d’aberrations chromosomiques chez la
souris
Effet positif sur la longueur de gestation | Bursianet al, 1992
chez le vison
FB1 In vitro : In vitro :
95% d’AFB1 et 85% de FB1 adsorbée | Aly et al, 2004
DON In vitro : In vitro :
Pas d'effet Galvanoet al, 1998
Entre 5% et 8% de DON adsorbée Sabater-Vilaet al, 2007
T-2, HT-2 In vitro etin vivo: In vitro etin vivo:
Pas d'effet sur la toxicité de la toxine T-4 Kubenaet al, 1990

Les zéolithes sont une famille d’adsorbants minérgossedant des caractéristiques
différentes et la capacité a adsorber différentgsotoxines varie selon celles-ci (cf Tableau 1Bs L
zéolithes non modifiées sont utilisées pour adsdfAEB1 alors que les zéolithes hydrophobes sont
plutdt utilisées pour 'OTA et la ZEA (Dakavet al, 2005).

Tableau 11 : Adsorption de différentes mycotoxinepar des zéolithes.

Mycotoxine ~ Remarques Références
AFB1 In vitro : In vitro :
Plutdt adsorbée sur des zéolithes non modifiées Dakovi et al, 2005
100% de I'AFB1 adsorbée dans du liquide de runmiinb Spottiet al, 2005
In vivo . In vivo .
Apparence normale du foie chez le poulet Miazzoet al, 2000
L’ajout de clinoptilotite en présence d’AFBL1 inddiés Iésions sévéres : | Mayuraet al, 1998
sGrement adsorption de composés importants daagudation de
I'aflatoxicose
OTA In vitro : In vitro :
Plutdt adsorbée sur des zéolithes hydrophobesr(ozgalithes modifiées] Dakovi et al, 2005
ZEA In vitro : In vitro :
Zéolithe hydrophobe capable d’adsorber eniron 8@%a&EA Dakovi et al, 2005, 2007
(interactions hydrophobes)
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[1.2.2.3 Autres adsorbants minéraux

Des polymeres peuvent étre utilisés : La cholestyra est une résine échangeuse d’anions
utilisée pour fixer les acides biliaires dans &ctus intestinal. Ce composé est capable d’adstaber
ZEA et la FB1 (cf Tableau 12). Ce composé sembtedficacan vitro etin vivo.

Tableau 12 : Adsorption de différentes mycotoxinepar des polymeres.

Mycotoxine  Remarques Références
ZEA In vitro : In vitro :
90% de la ZEA adsorbée par la Dall et al, 2004

cholestyramine
Entre 20% et 40% d’adsorption dans Avantaggiatcet al, 2005
systeme digestif dynamique

FB1 In vitro : In vitro :
Adsorption efficace dans systéme digestifAvantaggiatcet al, 2005
dynamique
In vivo: In vivo:
Cholestyramine réduit le rapport Solfrizzoet al, 2001b
sphinganine/sphingosine chez le rat

DON In vitro : In vitro :

5% de la DON adsorbée dans systeme | Avantaggiatcet al,, 2005
digestif dynamique

Les acides humiques sont des substances orgargcqugdexes, constituantes de 'humus,
provenant de la décomposition des débris végétaes.acides humiques ont la capacité d’adsorber
les mycotoxines, notamment 'AFB1 (Jansen van Renmgsét al, 2006) et la ZEA mais trés peu le
DON (Sabater-Vilaet al, 2007).

Certains produits existent en tant qu'alliance lssipurs produits efficaces. Par exemple, le
produit Standard Q/FIS est une alliance de chadbale HSCAS. Ces produits sont en général testés
sur leur capacité a adsorber plusieurs mycotoxéneséme temps (Avantaggiabal, 2007).

[1.2.2.4 Limites des adsorbants minéraux

Les adsorbants minéraux sont en général efficaces pdsorber 'AFB1 et éviter des
aflatoxicoses mais l'efficacité varie contre lesrasi mycotoxines. De plus, dans certains cas,utajo
d’argile augmente les effets de mycotoxicoses @net Smith, 1983; Mayuret al, 1998 ; Lemke
et al, 2001a). Par ailleurs, ces adorbants ne sont padfisiues des mycotoxines et ils peuvent
adsorber tous types de molécules de mémes castigiées physico-chimiques, celles-ci étant
parfois indispensables pour l'animal ou pouvante éimpliguées dans la lutte contre les
mycotoxicoses (Mayurat al, 1998).

D’un point de vue environnemental, on peut se del@ani ces ligands sont biodégradables
et s’ils peuvent altérer le fonctionnement des ibasde rétention et de traitement des effluents
animaux.

[1.2.3 Adsorbants biologiques

Les limites des adsorbants minéraux ont poussédestifiques a se tourner vers d’'autres
meéthodes. De nombreuses études se sont porteeercesres années sur les adsorbants de nature
biologique, cherchant a obtenir une bonne effiéagitune meilleure spécificité d’adsorption tout en
diminuant I'impact sur la qualité nutritionnellesdaliments par rapport aux adsorbants minéraux.

[1.2.3.1 Les levures ou produits dérivés de levure

Des souches entieres de levurBaccharomyces cerevisiami d’autres types de levures
cenologiques ont la capacité a adsorber les mygmsxavec une efficacité tres variable. Les
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eléments responsables de cette adsorption, desngdummanes extraits de parois de levures, ont été
testés séparémeim vitro et in vivo. Les résultats de diférentes études sont condetesgs le
Tableau 13.

Tableau 13 : Adsorption de différentes mycotoxinepar des levures ou produits dérivés de levure.

Souches de  Mycotoxine Remarques Références
levures
S. cerevisiae In vitro : In vitro :
40% de I'AFB1 adsorbée Shettyet al, 2006, 2007
In vivo: In vivo:
Baisse des effets génotoxiques de I'AFB[LMadrigan-Santillaret al, 2006
aprés ajout d&. cerevisiaehez le rat
Parois de levure In vitro : In vitro :
enrichies en Trés efficace (A=97%) Yiannikouris, 2004
glucomannanes
S. cerevisiae OTA In vitro : In vitro :
Levures 45% d'OTA adsorbée Bejaouiet al, 2004
cenologiques Cecchiniet al, 2006
Angioni et al, 2007
MTB-100 Peu efficace (A=11%) Yiannikouris, 2004
MTB-100 ZEA In vitro : In vitro :
Efficace (A=48%) Yiannikouris, 2004
Glucanes Extraits de parois de levure adsorbent efthe vitro :
modifiées de 15% et 50% de la ZEA Yiannikouriset al, 2004a
levures
MTB-100 FB1 In vitro : In vitro :
Entre 8 et 30% d’adsorption de la FB1 | Yiannikouris, 2004
MTB-100 DON In vitro : In vitro :
Efficace (A=41%) Yiannikouris, 2004
Glucanes T-2, HT-2 In vitro: In vitro:
modifiées de 183 mg adsorbée/g d’adsorbant Freimundet al, 2003
levures
Extrait de levure | Multi- In vivo: In vivo:
enrichi en contamination | Disfonctionnements liés aux mycotoxineg Swamyet al, 2002
glucomannanes | ZEA/DON (biochimiques et immunologiques)
annihilés chez le porc
Glucomannanes | Multi- In vivo: In vivo:
estérifiés contamination | La consommation de nourriture Aravind et al, 2003
AFB1/ ZEA contaminée induit une baisse de 9,5% de
/OTA/toxine poids corporel chez le poulet alors que
T-2 I'ajout de glucomannanes augmente le
poids de 8,8%
Glucomannanes | Multi- In vivo: In vivo:
estérifiés contamination | Réduction de 2,2% de la perte de poids | Raju et Devegowda, 2000
AFB1/ZEA/FB | chez le poulet Karamaret al, 2005
1/toxine T-2
Glucomannanes Multi- In vivo: In vivo:
contamination | Augmentation du poids corporel et Raymondet al, 2003
ZEA/IFBL/ rétablissement des parametres
toxine T-2 biochimiques chez le cheval

A Affinité de la mycotoxine pour 'adsorbant calée par le modéle de Hill
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11.2.3.1 Les bactéries lactiques

Certaines souches de bactéries lactiques, de mibpiiéries et de bifidobactéries possedent
des structures pariétales capables de se lier aysotoxines (cf Tableau 14)L’efficacité
d’adsorption dépend beaucoup des souches étudiédisrienet al., 2001). L'adsorption entre les
mycotoxines et les bactéries lactiques semblediira des polycarbonates, provoquant des liaisons
hydrophobes (Haskaet al, 2000 et EI-Nezan®gt al, 2004).

Tableau 14 : Adsorption de différentes mycotoxinepar des bactéries lactiques.

Souches de Mycotoxine  Remarques Références

levures

L.rhamnosus AFB1 In vitro : In vitro :
Adsorption de 80% de 'AFB1 Haskardet al.,2001
Adsorption réversible
Adsorption de 60% de 'AFM1 Pierideset al.,2000
Inactivation a I'acide ou & la chaleur El-Nezamiet al, 1998, 2002
augmente I'efficacité d’adsorption

L. gasseri Adsorption de 40 a 70% de 'AFB1 par deg Pierideset al.,2000

L. acidophilus bactéries vivantes ou mortes Buenoet al, 2007

L. amylovirus Adsorption réversible Peltoneret al.,2001

L.lactis

B.lactis

B. animalis

B. longum

B. bifidum

B. adolescentis

Propionibacterium

freundenreichii El Nezamiet al.,2000

L. casei

L. plantarum Fazeliet al, 2009

L. fermentum

L. acidophilus OTA In vitro : In vitro :

B. animalis Adsorption de 95% Fuchset al, 2008
Baisse de toxicité de 59% par analyse de
micronoyaux sur cellules hépatiques
humaines

Oenococcus oeni 28% d’'OTA adsorbée Del Preteet al, 2007

L.rhamnosus ZEA In vitro : In vitro :
Adsorption de 55% El-Nezamiet al, 2002
DepH4apHS8 Niderkornet al, 2006
Inactivation a I'acide ou a la chaleur (76% El-Nezamiet al, 1998, 2002
d’adsorption) augmente l'efficacité
d’adsorption par rapport aux bactéries
viables (47%)

L.rhamnosus FB1 In vitro : In vitro :
Entre 0 et 24% d’adsorption selon le pH ef Ididerkornet al, 2006
souche

L.rhamnosus DON In vitro : In vitro :
Entre 6% et 16% d’adsorption selon le pH|eaXiderkornet al, 2006
la souche

Glucanes modifiées T-2, HT-2 In vitro: In vitro:

de levures Entre 3% et 97% d’adsorption selon les | Freimundet al, 2003
souches

L. acidophilus PAT In vitro : In vitro :

B. animalis Baisse de toxicité de 39% par analyse de | Fuchset al, 2008
micronoyaux sur cellules hépatiques
humaines
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11.2.3.2 Autres matériaux biologiques
Les spores de champignons sont également capablgsorber les mycotoxines. Il a été
suggeéré de les utiliser comme décontaminant deA'@Esente dans le vin (Bejaatial, 2005).
L'utilisation de fibres végétales insolubles a auéte envisagée pour adsorber les
mycotoxines présentes dans des aliments et ecydaati’OTA (Tangniet al, 2006).

[1.2.4 Synthese sur I'efficacité d’adsorption des différe ntes
mycotoxines

De nombreuses solutions existent pour piéger letoyines par adsorption (cf Tableau 15).
L’AFB1 peut étre facilement adsorbable par de naukrmatériaux, minéraux ou biologiques
(charbon, HSCAS, phyllosilicates, parois de leweirbactéries lactiques). L'adsorption de I'OTA, de
la ZEA et de la FB1 a beaucoup été étudiée pouadssrbants biologiques car peu d'effets sont
observés pour les adsorbants minéraux. Le DONsdblgnes T-2 et HT-2 sont en général trés peu
adsorbables.

Tableau 15 : Efficacité des différentes catégorietadsorbants selon les mycotoxines.

Mycotoxine Adsorbants

AFB1 Charbon activé
HSCAS
Phyllosilicates
Parois de levure
Bactéries lactiques

OTA Parois de levure
Bactéries lactiques
ZEA Charbon activé

Parois de levure
Bactéries lactiques

FB1 Cholestyramine
HSCAS

DON Charbon activé

Parois de levure

Toxine T-2 Charbon activé

Parois de levure

Des modélisations mathématiques ont parfois éeetiges, conduisant a difféerents modéles,
comme celui de Langmuir (1916) pour les adsorbamitgraux (Déllet al, 2004) et de Hill (1979)
pour les parois de levure (Yiannikouetal, 2003).

[1.2.5 Stratégie de validation de I'efficacité d’'un adsor  bant

Pour valider I'efficacité d’'un adsorbant, de nomlses études doivent étre effectuées (cf
Figure 17). Il faut d’abord prouver que l'adsorbanune forte capacité d’adsorption de ou des
toxines concernées. L’adsorption doit étre fortecaune désorption par lavage la plus faible
possible. L'adsorbant doit étre spécifique a lagoole que I'on veut adsorber. En effet, il est géna
gue certains nutriments et éléments essentielatségalement adsorbés. Il faut également vérifier
gue I'adsorbant seul n’est pas toxique. L’efficAdbit ensuite étre prouvé@evivo. Enfin, en plus de
I'efficacité technique, I'intérét économique du @uit doit aussi étre évalué.
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Figure 17: Diagramme des différentes étapes nécessaires sewmlidation d un adsorbant.
1.3  Transformation des mycotoxines

[1.3.1 Transformation par des méthodes physico  -chimiques

Peu de procédés phys-chimiques efficaces existent potmansforme les mycotoxines
contaminant les matieres premi¢ en composés moins toxiques. Voiciagres es procédeés les plus
étudiés.

11.3.1.1 Dégradation thermique par extrusior

Les mycotoxines sont en général trés stables etepelétre difficilement éliminées p
traitement thermiqueCependant, la technique extrusion permet @liminer les aflatoxinesle
DON, la ZEA et la FBMans le mais (Cazzaniet al, 2001 ; Rustom, 199/Vosset al, 2008), tout
en réduisant la charge microbienne de facon gl. Ceci implique un passageurt de la denrée
contaminée a plus de 150°C eattraine des modifications moléculaires qui gésdant I'amidon,
dénaturent les protéines et inhibées activités enzymatiques.
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[1.3.1.2 Radiation

L’AFB1 est sensible aux ultraviolets, rayons xagtansy. Il est donc possible de diminuer le
taux d’AFBL1 par radiation (Rustom, 1997 ; Afit al, 2003). Les radiationgpermettent également
de réduire la flore microbienne.

11.3.1.3  Oxydo-réduction

Plusieurs agents oxydants (ozone, peroxyde d’'lpgre, eau oxygénée...) ont été utilisés
pour détoxifier des aliments contenant des mycasxi Canadas (2006) a étudiée I'efficacité du
procédé Oxygreen® utilisant 'ozone sur des céstatmntaminées par de 'OTA. Les résultats de
cette technique sont mitigés. Le procédé Oxygrepeafnet d’obtenir un grain plus sain (moins de
contaminations microbiologiques, moins de mycotegin) mais ne peut pas s'utiliser pour
transformer du blé contaminé en blé sain, en radeffets secondaires, comme I'apparition
d’adduits a 'ADN.

Le bisulfite de sodium est un agent réducteurpguimet de réduire le taux de mycotoxines
(AFB1, DON) dans certains aliments (Kaletlal, 2006).

[1.3.1.4 Ammoniation

L’ammoniation du mais, des arachides et autresémeatipremiéres est largement utilisée
pour diminuer les teneurs en aflatoxines des alimerC’est une méthode efficace de
décontamination des nourritures animales, utild&euis plusieurs années (Patkal, 1988). Elle
est particuliéerement efficace contre 'AFBL1 lorsldgilisation simultanée de hautes températures et
de hautes pressions. Un des produits de dégradaigervé pour ce procédé est I'AFD1 (cf Figure
18). Le probleme de cette méthode est son ineffecaontre les autres mycotoxines, son codt et la
possible détérioration de la qualité sanitaire’aarient par une quantité résiduelle d’ammonia@tro
importante (Huwiget al, 2001).

Figure 18 : Structure chimique de 'AFD1.

[1.3.1.5 Dé-amination

L’ajout de NaNQ dans un milieu aqueux contaminé par de la FB1 peda déaminer la
FB1 (cf Figure 19) et réduire son caractere toxiduenkeet al, 2001b).

HQ HO
o] (]
OH OH
o o
o o
o OH OH

Figure 19 : Réaction chimique de déamination de I&EB1.

[1.3.2 Détoxication de mycotoxines par transformation

L'utilisation de procédés physico-chimiques estitée par des colts élevés, des pertes de
gualité nutritionnelle des aliments, de sécuritee taible efficacité, une faible spécificité et doee
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résistance des consommateurs aux méthodes chimigumss, la recherche s’est tournée vers les
procédeés de transformation biologique de mycotaxine
La détoxication biologique peut étre définie comume dégradation ou une transformation

enzymatique des mycotoxines (par des microorgasisgnéers ou des enzymes) en des composés
moins toxiques.

Un nombre important d’organismes (bactéries, msuges, champignons...) a montré une
capacité a métaboliser des mycotoxines. Dans & gl document, les différents moyens de
biotransformer les mycotoxines seront présentésyparde mycotoxines.

11.3.2.1 La dégradation de l'aflatoxine B1

Quelques études ont été menées sur la dégradaibArRB1 par des microorganismes (cf
Tableau 16).

Tableau 16 : Transformation de 'AFB1 par différents microorganismes.

Souches Produits observés  Remarques Références

utilisées

Bactéries

Flavobacterium Pas de produits observéls  Capable d’éliminer lescadines Ciegleret al, 1966 ; Hao et

aurantiacum présentes dans le lait, I'huile Brackett, 1989
végétale, le mais, les cacahouetes
Baisse d'inhibition de la bactérie Lillehoj et al, 1967
Extrait brut métabolise 'AFB1 Smiley et Draughon, 2000

Stenotrophomonas| Pas de produits observés  Isolée sur milieu comuie seurce| Guanet al, 2008

maltophilia de carbone le coumarin (noyau de
'AFB1)

Bacillus subtilis Pas de produits observés  La fermentation de cattetie, Kubo, 1996
incorporée dans I'aliment pour béta|l Petchkongkaewt al,, 2008
permet de faciliter la croissance des
animaux

Actinomyceétes

Rhodococcus Pas de produits observés  Activité de dégradatiencddes Teniolaet al, 2005

erythropolis ezymes extracellulaires Albertset al, 2006
Produit moins toxique par test de
Ames

Mycobacterium Pas de produits observés Hormischet al. (2004)

fluoranthenivorans Teniolaet al. (2005).

Champignons

macroscopigues

Pleurotus ostreatug Décroissance de Enzyme extracellulaire. Motomuraet al, 2003

fuorescence donc Purification de I'enzyme.
srement capable de
cliver le cycle lactone.

Armillariella Ouverture du cycle Liu et al, 1998, 2001

tabescens difurane probable

Moisissures

Rhizopus, Pas de produits observés Shantha, 1999

Phoma Nakazatcet al, 1990

Trichoderma

Sporotrichum

Alternaria

Ciegleret al. (1966) ont montré qu’'une bactérielavobacterium aurantiacungégalement
nommeéeNocardia corynebacteriodgsest capable d’éliminer complétement cette mydata Des
études ultérieures ont permis de prouver que festoamation ne conduit pas a un produit toxique
(Lillehoj et al, 1967) et qu'une enzyme intracellulaire est impdig (Smiley et Draughon, 2000).
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Peu d'études ont été menées jusqu'a lidentificatie produits formeés. Seules des
suppositions ont été formulées concernant des esmyiil\. tabescengjui ouvriraient le cycle
difurane (Liuet al, 1998), ou dé’leurotus ostreatugqui ouvriraient quant a elles le cycle lactone de
'AFBL1 (cf Figure 20).

0~ Yo OCH,

Figure 20 : Structure chimique de 'AFB1 avec sonycle lactone et son cycle difurane.

11.3.2.2 La dégradation de I'ochratoxine A
De nombreux microorganismes tels que des bactétess moisissures, des levures et des
plantes sont capables de transformer 'OTA ennOdomposé moins toxique (cf Figure 21 et
Tableau 17). Les produits de dégradation n’ont icé@et pas toujours été identifiés.

HO.__0O
o o ° °
HO.__O
N o
B o —> 4+ HO o
CH, NH <
2 CH,
cl

Cl

Figure 21 : Dégradation de 'OTA en phénylalanine et OT.

La levure Trichosporon mycotoxinivorangst capable de dégrader 'OTA en ©T
(Schatzmayet al, 2006) et fait partie du produit commercial Mye®plus (Biomin, Autriche).

La majorité des microorganismes qui ont la capadé dégrader 'OTA en QiTutilise une
carboxypeptidase (EC 3.4.17.1) capable de coupkismn peptidique de 'TOTA comme indiquée
sur la Figure 21. D’'autres enzymes capables deercli\OTA ont également été caractérisées
(Standetet al, 2000 ; Abrunhosat al, 2006).
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Souches
TIEEES

Tableau 17 : Transformation de I'OTA par différents microorganismes.

Produits observés

Remarques

Références

Bactéries

Bactéries isolés a | OTa Galtier et Alvinerie, 1976
partir du rumen Kiesslinget al, 1984
Acinetobacter sp. Hwang et Draughon, 1994
Phenylobacterium | OTa Wegst et Lingens, 1983

immobile

Bactéries lactigues| OTo Skrinjaret al, 1996
Moisissures
Aspergillusde la OToa Plus de 80% de 'OTA dégradée Abrunhesal.,2002
section Nigri Bejaouiet al.,2006
(niger, japonicus,
carbonariug
A.fumigatus OTa Vargaet al, 2000
Rhyzopus sp. 95% de 'OTA dégradée en 7 jours Vargaal, 2005
Aureobasidium OTa Utilisée comme agent de biocontrdlg De Feliceet al, 2008
pullulans efficace sur la vigne permettant une

accumulation moindre de 'OTA dar]s

le raisin et une diminution des

symptémes de I'aspergillose
Penicillium Abrunhoseet al, 2002
Levures
P. rhodozyma OTa Péteriet al, 2007
Trichosporon OTa Transformation totale en 2,5h Molnar et al, 2004

mycotoxinivorans

Ajout de cette levure peut
contrecarrer les effets nocifs liés a

Schatzmayet al, 2002,
2003, 2006

I'OTA chez le poulet

Plantes

Blé, mais Pas de produits observgs Ruhlandet al, 1996

P. ostreatus

Pas de produits observéls Engelhardt, 2002

11.3.2.3 La dégradation de la zéaralénone

Une variété de microorganismes comprenant des reg;téle levures et des moisissures a
montrée une capacité a transformer la ZEA (cf Tabld8). Les métabolites produits sont
représentés dans le Tableau 19.

Des composés hydroxylés et méthylés peuvent émaéto (EI-Sharkawy et Abul-Hajj,
1987b) ainsi que des métabolites de la ZEA teld@guéaralanone,d’ et zéaralanol, i-zearalenol
et p-zearalenol (McMullen, 1977 ; Kiesslireg al, 1984 ; Kamimura, 1986 ; Boswadd al., 1995).
Dans le cas ded:zéaralénol, cette transformation n’est pas unexdgtion car ce composé a une
activité oestrogénique supérieure a celle de la péilservini et al, 2005, Fitzpatriclet al, 1989).

Des produits de conjugaison sont également obsetelésque la ZEA-glucoside (El-
Sharkawy et Abul-Hajj, 1987a; Kamimura, 1986) etZBA-sulfate (EI Sharkawet al., 1991;
Plasencia et Mirocha, 1991).

D’autres produits de dégradation de la ZEA ontofigervés comme un composé hydrolysé et
décarboxylé et le gene correspondant a été transhaz difféerents organismes (levure : Takahashi-
Ando et al, 2005 ; plantes : Kakeyat al, 2002 ; Takahashi-Andet al, 2002 ; Igaweet al, 2007).
Récemment, Utermark et Karlovsky (2007) ont montpge la ZEA lactonohydrolase de
Clonostachys rosepermet a ce champignon d’éviter l'inhibition deoissance qui apparait sur
d’autres champignons en croissance sur du milietacané par la ZEA. Gromadzlat al. (2009)

36



Etude bibliographique-Chapitre 2

montre aussi que ce champignon pourrait étre @tia@nme agent de biocontréle de la production de
mycotoxines dans les céréales.

Enfin, des bactéries issues de sol de lI'espBseudomonassont également capables
d’éliminer la ZEA (El-deeb, 2004). Le produit n’agpété identifié mais il est supposé moins toxique

gue la ZEA.

Tableau 18 : Transformation de la ZEA par différents microorganismes.

Souches utilisées

Produits
observés

Remarques

REEEES

Bactéries

Bactéries du rumen

a- B zearalénol

Kiesslinget al, 1984

Bactéries intestinales de
porc

Pas identifiés

Kollarczik et al, 1994

Pseudomonas sp.

Pas identifiés

Produit moins toxique que la ZE
Enzyme codée par un plasmide

\El-deeb, 2004
Altahli et EI-Deeb, 2009

Culture mixte de bactérie
issues du sol

5 Pas identifiés

Megharajet al, 1997

Moisissures

Rhizopus sp.

ZEA-4-B-
glucopyranoside +
a- B zearalénol

Kamimura, 1986

Thamnidium elegans
Mucor bainieri

ZEA-glucoside

Sharkawy et Abul-Haijj,
1987a

Cunnighamella bainieri

Méthoxy-ZEA

El-Sharkawy et Abul-Hajj,
1987b

A. ochraceus
A. niger

a- B zearalanol

El-Sharkawy et Abul-Haijj;
1987b

Penicillium rubrum
Aspergillus quadrilineatug
Candida lypolytica
Rhodoturola rubra
Syncephalostrum elegans
Chaetomium globosum

o - B zearalénol

McMullen, 1977

Rhizopus sp. ZEA-4-sulfate +o- 26% ZEA-sulfate El Sharkawyet al.,1991
zéaralénol 18% du-ZOL par rapport & ZEA
initiale
Fusarium sp. ZEA-4-sulfate Toxicité plus faible que la ZEA | Plasencia et Mirocha, 1991

par mesure de la taille d'utérus @
rate

e

Clonostachys rosea

ZEA-décarboxylée

Expression hétérologue du géne
de lactonohydrolasehd-101

El-Sharkawy et Abul-Hajj,
1988

Takahashi-Andet al, 2002
Kakeyaet al, 2002
Igawaet al, 2007

37




Etude bibliographique-Chapitre 2

Souches utilisées

Produits
observés

Remarques

REEEMES

Actinomycétes

Streptomyces sp.

ZEA-glucoside
Hydroxy-ZEA

Kamimura, 1986
El-Sharkawy et Abul-Haijj;
1987b

Rhodococcusp. ZEA-décarboxylée Séquence protéique brevetée deDavick et Rood, 2000

Nocardia sp. ZEA estérase pour insertion du | Karlovskyet al, 2003
géne dans plantes transgéniqueg

Levures

S. cerevisiae zearalanone El-Sharkawy et Abul-Haijj;

1987b

Candida tropicalis
Torulaspora delbrickii

Zygosaccharomyces rouxi

Saccharomyces sp.
Pichia fermentans
Candida sp.

Hansenula sp.,
Brettanomyces sp.,
Schizosaccharomyces sp
Saccharomycopsis sp.

a- B zearalénol

a-zéaralénol

Boswaldet al,, 1995

Trichosporon
mycotoxinivorans

Hydroxy-ZEA

Présente dans le produit
Mycofix®plus (Biomin, Autriche)

Molnar et al, 2004
Schatzmayet al, 2008

Plantes

Blé ZEA-48- Schneweit al, 2002
glucopyranoside

Enzymes

MDE Origine non spécifiée Chemrg al, 2006
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Tableau 19 : Structures chimiques de différents mébolites de la ZEA.

ZEA et ses métabolites Structure chimique

ZEA

HO

Composé oxydé

Zéaralanone
Ho%
[e]

Composés hydroxylés ou méthylés

OH O CH,
o
‘ N
(e]
OH O CH,
o
a- B zearalénol ™op
o
HO
OH
a- B zearalanol R
[¢]
(0]
[e]
H,Cw
0O O CH,
(o]
\
OH O CH,
o OH

Méthoxy-ZEA

~o

H
o

Hydroxy-ZEA

H
H.C
H

Glucuro ou sulfo-conjugués
ZEA-4-B-glucopyranoside

OH O CH,

ZEA-4-sulfate oH O CH
(o)
(o)
[e)

Composés hydrolysés

ZEA-décarboxylée oH THs
HO
HO
[e]
OH O CH,

ZEA-hydroxylée

11.3.2.4 La dégradation de trichothécénes

La transformation des trichothécénes par les migarismes a été mise en évidence dans les
années 1960 (Zhoet al, 2008). Le cycle 12,13-époxy du DON et de la texin2 est I'élément
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principal responsable de leur toxicité. Ainsi, erviant ce cycle, soit en dé-époxydant la molécule,
celle-ci devient moins toxique (Swansetnal, 1988, Zhotet al, 2008).

11.3.2.4.1 La dégradation du DON

De nombreuses études rapportent une transformgban des cultures mixtes de
microorganismes mais peu d’entre eux ont été ifiést{cf Tableau 20). Les 2 métabolites majeurs
retrouveés sont la DON dé-époxydeé et le 3-céto-DEiposés moins toxiques (Youegal, 2007 ;
Binder et Binder, 2004) (cf Tableau 21). La souBlBSH 797 dEubacteriumfait partie du produit
commercial Mycofix plus (Biomin) (Schatzmagt al, 2006).

Une enzyme appelée MDE (mycotoxin degrading enzydwa)jt I'origine n’est pas spécifiée
serait capable de dégrader le DON, mais égaleragtiEA (Chenget al, 2006).

Tableau 20 : Transformation du déoxynivalénol par dférents microorganismes.

Souches utilisées Produits observés Remarques Références

Cultures mixtes de

bactéries

Bactéries intestinale$ DON dé-époxydé Kollarczik et al, 1994

de porc

Bactéries intestinale$ DON dé-époxydé Younget al, 2007

de poulet

Bactéries du rumen DON dé-époxydé Yoshiwaet al, 1983
Cotéet al. 1986
Heet al, 1992
Swansoret al, 1987
King et al, 1984

Bactéries de systemg¢ DON dé-époxydé 100% de dégradation en 96h @nah, 2009

digestif de poisson

Culture mixte Volkl et al, 2004

spontanée non

identifiée

Bactéries isolées

Eubacterium BBSH | DON dé-époxydé Présente dans le produit Schatzmayet al, 2006

Mycofix®plus (Biomin, Autriche)

Eubacterium + DON dé-époxydé Binder et Binder, 2004

Enterococcus

casseliflavus

Agrobacterium- 3-céto-4-DON Activité immunosuppressive du Shimaet al, 1997

RhizobiumE 3-39 produit plus faible que le DON

Enzymes

MDE Origine non spécifiée Chemg al,, 2006
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Tableau 21 : Structures chimiques de différents mébolites du DON.

DON et ses métabolites Structure chimique

DON OH
H,C o
O
© CH
OHI 2 CH,
OH
Composé dé-époxydé OH
H,C o
C
© H
OHI H2 CH,
Composé cétone 0
H,C o
O
© CH
OHI 2 CH,
OH

[1.3.2.4.2 La dégradation de la toxine T-2

Peu d’études existent concernant la transformatemtoxines T-2 et HT-2 (cf Tableau 22).
Un métabolisme de la toxine T-2 a été élucidé pearSonet al. (1988) et Beeton et Bull (1989),
qui comprend plusieurs étapes : elle est d’abanastormée en toxine HT-2 par dé-acétylation. Une
seconde dé-acétylation est observée pour transfdan®xine HT-2 en toxine T-2 triol, 20 fois
moins toxiques que la toxine T-2 (Ueabal, 1983). Celle-ci est enfin transformée en T-2atgltr
Les autres métabolites observés sont des dé-époxyele métabolites cités précédemment (cf
Tableau 23).

Tableau 22: Transformation de la toxine T-2 par diférents microorganismes.

Souches utilisées Produits Remarques Références
observes
Bactéries
Eubacterium BBSH Toxine HT-2 Pas une détoxication Fuehsl, 2002
Curtobacterium sp. T-2 triol Uenoet al, 1983
Bactéries isolées par Toxine T-2 en HT-2 | Métabolisme de la toxine T-2|  Beeton et Bull, 1989
enrichissement provenant dy puis en T-2 triol et T-
sol ou de I'eau 2 tétraol
Bactéries du rumen bovin HT-2 Swansoret al, 1987
T-2 triol
Dé-époxy HT-2
Dé-époxy T-2 triol
Bactéries intestinales et du Dé-époxy T-2 Dé-époxy T-2 400 fois moins| Swansoret al, 1988
Dé-époxy HT-2 toxique que la toxine T-2
Dé-époxy T-2 triol
Carboxyl estérase isolée a | T-2 en HT-2 puis en Johnseret al, 1986
partir de foie de rat T-2 triol et T-2 tétraol
Moisissures
Alternaria sp, Ulocladium Pas de produits Jesenska et Sajbidorova,
sp, Aspergillus candidys identifiés 1991
Cladosporium
cladosporioidesRhodotorula
sp, Aspergillus flavuet
Cladosporium macrocarpum
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Tableau 23 : Structures chimiques de différents mébolites de la toxine T-2 ou HT-2.

Toxine T-2 ou HT-2 et ses Structure chimique
métabolites
Toxine T2 ch, OH
(0]
(e}
HzCM
(o]
FHch, @
CH, o X >:o

Molécules dé-acétylés

Toxine HT-2 CH oH
o
Hch\)L ©
(0]
CH OH

CH, OY(‘) *CH,
CH,
Toxine T-2 triol o OH
(0]
H3CY\)LO 0
CH, OH
CH, Oy CHa
Toxine T-2 tétraol o OH
o
HO
CH, OH
I 2CH,
OH
Molécules dé-époxydées
Toxine T-2 dé-époxydé CcH, oH
o
HaCY\)L ¢
© CH, o)
CH, ou & 7T, >:o
T oud
CH,
Toxine T-2 triol dé-époxydé oMy OH

11.3.2.5 La dégradation de la fumonisine B1

La toxicité de la FB1 réside dans la présence deagtine primaire. La déamination de cette
molécule réduit fortement sa toxicité. Tres peutudiés ont été effectuées sur la dégradation
biologique de la FB1 (cf Tableau 24). Le principatroorganisme capable de dégrader la FB1 est
une levure noireExophiala spinifera Les différents métabolites produits par cetteutevsont
présentés dans le Tableau 25. La transformatiofa deB1 en AP1 se fait grace & une enzyme
extracellulaire, la carboxylestérase. Cette enzgn@é clonée et s’est montrée efficace dans des
plants transgéniques de mais devenus résistardasfimionisine (Duvicket al, 2003). D’autres
enzymes sont également impliquées dans la dégraddé la fumonisine Bl (Blackwedt al,
1994), et des produits de dégradation ont pu @nactérisés (Blackwedt al.1999). Un brevet a été
déposé en 2003 par Duviek al, 2003, portant sur l'utilisation d’estérases paol@toxifier la
fumonisine.
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Tableau 24: Transformation de la FB1 par différentsmicroorganismes.

Souches utilisées Produits observés Remarques Références

Levures

Exophiala spinifera | AP1 Carboxylestérase extracellulaire Duvick et al, 1998, 2001,
Rhonacladiella N-acétyl AP1 Enzyme clonée dans des plants de| 2003

atrovirens 2-OP1 mai's transgéniques Blackwell et al, 1994, 1999
Bactéries

Caulobacter sp. Duvicket al, 2003

Tableau 25 : Structures chimiques de différents mébolites de la FB1.

FB1 et ses métabolites Structure chimique

FB1 Ho,

o
OH

o OH OH

Polyol amine (AP1) M
OH OH NH,

2-OP1 HO FHs

OH OH

[1.3.3 Stratégie de validation de I'efficacité d'un procé  dé de
transformation

Pour qu'un procédé de transformation biologiquend’'unycotoxine passe de la phase
recherche a la phase commercialisation, de nomésedtsdes doivent étre effectuées (cf Figure 22).
Il faut d’abord prouvem vitro une forte capacité de dégradation de ou des toxioecernées. Tous
les produits de transformation doivent étre idégifet leur toxicité doit étre testée par difféesnt
méthodes si possible. Les conditions nécessairdsitibsation des microorganismes pour la
détoxication sont :

- Les produits de dégradation doivent étre non tesqu
- La détoxication doit étre rapide et les microorgam@s doivent étre actifs quelque soit la
teneur en oxygene et a difféerentes valeurs de pido{g si elle s’effectue pendant la
digestion de I'animal)
- Les microorganismes ne doivent pas étre pathogenes
- Les microorganismes doivent étre actifs dans unr@mvement complexe et ne pas étre
inhibés par les nutriments
L'efficacité doit ensuite étre prouvém vivo. Il peut étre intéressant en paralléle de cargetér
'enzyme et de cloner son géne pour le surexprolaes un plant transgénique. L'identification d’un
potentiel de dégradation par un microorganisméagstemiere étape de développement du procédé.
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Criblage de

Sélection de souches efficaces
souches

Identification

. Structure chimique et caractéristiques physico-chimiques
des produits a ques phy a

Toxicité des

) , Evaluation de la toxicité in vitro
produits formés

Micro- Stabilité des micro-organismes
organismes Caractérisation de la transformation
. \_/ers_ la Purification des enzymes responsables
purification des o o o
Caractérisations biochimiques et moléculaires
enzymes
Etudes in vivo Détermination de I'efficacité in vivo

NNV IV NV MMV

Figure 22: Diagramme des différentes étapes nécessaires aeumwalidation d'un procédé biologique de
décontamination.

Il Synthése

Nous avons donc synthétis¢état de lart sur les mycotoxines egénéral (Etude
bibliographique, Chapitre 1) puis sur la maniérepdmer ou transformer les mycotoxines afin
réduire leurs effets néfastes sur la sant¢animal (Etude bibliographique, Chapitre. Durant cette
étude, nous nous sommes focalisésl’ adsorption de mycotoxines sur des spol Aspergillusde
la section Nigri ou la transformation de la ZEA ms souches’ Aspergillus de la section Nigri.
Dans la prochaine partie de ce document sont piessetes techniques employées pour réalistte
étude.
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Matériel et méthodes

I Matériel

.1 Produits chimiques

Les mycotoxines utilisées (ZEA, OTA, FB1) ont ébdnenandés chez Sigma-Aldrich (Saint
Quentin Fallavier) ainsi que tous les produits d¢huas de dosage (ortho-phthalaldehyde ou OPA,
réactif de Bradford, 1B-estradiol) et les acides et les bases utilisées.composants des milieux de
culture et des tampons ont été commandés chezr FSsientific Bioblock (lllkirch). Les composés
utilisés pour la culture des cellules MCF-7 ont@&iénmandés chez Invitrogen (Cergy-Pontoise) sauf
le kit CellTiter96®Aqueous pour doser les cellwWagsntes (Promega, Charbonniéres les bains). Les
colonnes HPLC C18 ont été achetées chez ICS (LapsgtFossat).

1.2 Milieux de culture
[.2.1  Milieux de culture pour les moisissures et actinom ycetes

1.2.1.1 Czapeck Yeast Extract Agar (CYA)

La préparation du milieu CYA nécessite la préparapréalable des trois solutions A, B et
Cu+Zn. Il est utilisé pour la culture des especésplergillusde la section Nigri

Composition pour 1 litre

Saccharose..........c.ooocoiai. 3049
Extrait de levure................. 50
Solution AL 50 mL
Solution C......ccoveviviniinns 50 mL
Solution Cu+Zn.................. 1mL
Agar....oooiiiiiiiiiiii 15¢g
Eau distillée...................... gspllL

Autoclaver 15 min a 121°C

Solution A
NaNGs.......cccevvenne. 409
KClLiiiiiiiiie e, 10g
MgSQO,.7 H,O.............. 10g
FeSQ.7 H,O............. 0,2g
Eau distillée............... gspllL
Solution B
KoHPOu..o o, 20 g
Eau distillée............... gsplL

Solution métallique Cu+Zn

ZnSQ, 7THO.......ce... ... 10g
CuSQ, 5H,0............ 59
Eau distillée............... gsplL

Le milieu Czapeck Yeast Broth ou CYB a la méme cositipn que le CYA mais sans agar ce qui
lui confere son état liquide.
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[.2.1.2 International Streptomyce®roject 2 (ISP,)

Le milieu ISP2 a été spécialement concu pour umaéaroissance des actinomycetes et
spécifiguement deStreptomyceéShirling et Gottlieb, 1966). Le pH est ajusté ahH

Composition pour 1 litre

Glucose.......ccoevveiiiennen 49
Extrait de levure................. 10g
Extrait de malt.................. 49
Agar....oooiiiiiiiiiiiie . 159
Eau distillée...................... gsp 1L

[.2.2  Milieux de culture et lignée cellulaire MCF-7

Le milieu utilisé pour la culture de cellules MCFe3t le milieu « Dubelcco’s Modified Eagle
Medium » (DMEM), composé d’ions minéraux, d’'acideiaes, de vitamines et d’autres molécules
indispensables a la croissance des cellules. Geurgkt supplementé en glutamine (1% v/v), en
solution antibiotique pénicilline, streptomycineyp@viter la contamination microbienne des cellules
(1%), en SVF qui apporte les facteurs mitogenesssaires a la croissance des cellules (10%) et en
insuline (0,1%), conseillé par le fournisseur délutes. Les cellules ont été recues au 52
passage.

1.3 Microorganismes utilisés

Les différents microorganismes utilisés dans aatide sont présentés dans le Tableau 26. Le
code utilisé pour les isolatsABpergillusde la section Nigri est le suivant: Les 2 prensdedtres
correspondent a la variété de raisin sur lequedolache a été isolée (Syrah: A; Carignan: CA;
Muscat: Mu; Grenache: G). Le chiffre suivant copasd au numeéro de la parcelle (de 1 a 10 ou X).
Les derniers nombres correspondent au huméro st#alti Les souches Aspergillusde la section
Nigri ont été isolées par Bejaceti al, 2006.
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Tableau 26 : Souches fongiques et bactériennes igdes.

Références des Espéces Lieu d’isolement
souches
Moisissures
MuX44 A. niger Vigne
CA936 A. niger Vigne
A138 A. niger Vigne
GX312 A. niger Vigne
Mu541 A. japonicus Vigne
G221 A. japonicus Vigne
AX35 A. japonicus Vigne
CA223 A. japonicus Vigne
Mu621 A. carbonarius Vigne
Mu548 A. carbonarius Vigne
Actinomycétes

2 Streptomyces sp. Sol saharien

3 Streptomyces sp. Sol saharien

9 Streptomyces sp. Sol saharien

10 Streptomyces sp. Sol saharien

11 Streptomyces sp. Sol saharien

12 Streptomyces sp. Sol saharien

15 Streptomyces sp. Sol saharien

16 Streptomyces sp. Sol saharien

1.4 Adsorbants commerciaux utilisés

D’autres adsorbants que les spores ont été étpdigscomparer |'efficacité de notre procédé
a d’autres procédés commerciaux (cf Tableau 27).

Tableau 27 : Différents adsorbants utilisés et lewrfournisseurs associés.

Adsorbants commerciaux
étudiés

Type d’adsorbants

Fournisseur

Mycosorb® Parois de levure + glucomannang Allteelxjngton, US
Carbovet® Charbon activé Pancosma, Bellegarde séviak
Zéolithe A Zéolithe hydrophile Evialis, Vannes

I Méthodes

.1 Préparation de I'inoculum et conservation des

souches

Les souches, récupérées a partir de cryotubes dmuehothéque du laboratoire, sont
ensemenceées sur des boites de Pétri contenadusmilieu CYA pour leAspergillusde la section
Nigri soit du milieu ISR pour les actinomyceétes. Apres 10 jours d’inculmai@®5 °C, les spores sont
raclées a l'aide d’'une spatule stérile et resuspendlans de I'eau stérile. La suspension de spores
ainsi obtenue est dénombrée a l'aide d’'une celi@eThoma. Le stock de souche est effectué et
conservé a -20°C sous forme de suspensions dessfgyeerol 50% - suspension de spores (50%
v/v) dans des tubes cryogéniques de 1,8 mL.

[I.2  Quantification des mycotoxines par HPLC

Les techniques HPLC mises en place ont été réalmée’inspirant des méthodes officielles
de I'AFSSA et de 'AOAC lorsqu’elles étaient dispbles. Par ailleurs, aucune étape d’extraction
n'a été employée puisque les mycotoxines étaigligéds sous forme pure en suspension dans un
tampon en milieu aqueux. Les analyses ont etétaffes en chromatographie phase-inverse avec des
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colonnes C18. La détection utilisée était une digtedluorimétrique, plus sensible que la détection
UV. Trois appareillages HPLC ont été utilisés:ufi) systeme ICS couplé a un détecteur UV associé
a un fluorimetre (RF-10AXL, Shimadzu). L’acquisttiet le traitement des données ont été realisés a
I'aide du logiciel Normasoft ; (iijun systéme ICS couplé a un détecteur UV/visiblesiagu’un
florimetre L7485 (Merck Hitachi) et le logiciel deaitement des chormatogrammes Normasoft (

un systeme Serlabo avec une barréte de diodeséeoapin fluorimétre FL3000 (Thermo Separation
Product) et le logiciel Kroma 3000 pour I'analysesdacquisitions. Une chaine HPLC a injection
manuelle était dédiée au dosage de la FB1. En, éffefB1 n’étant pas fluorescente, il faut la
dérivatiser pour la détecter (cf Figure 23). La HBissede une fonction amine secondaire. C’est
cette fonction qui interagit avec le réactif orghlataldéhyde (OPA) et IB-mercapto-éthanol pour
former une molécule complexe fluorescente. La FBdtéadosée en mode isocratique. Selon les
chaines HPLC et les mycotoxines a doser, plusiméthodes ont été utilisées (cf Tableau 28).

Ortho-phtaldialdéhyde (OPA)

[0}

H

+ S—C—C—OH
H H H2 HZ
| o Dérivatisation = H . + 2H20
/ﬁ\ —_— ~ N—(IZ—R
R’ R H, R
. . .C___OH PR
Fonction amine + HS composé dérivé fluorescent

IO

composé non fluorescent 2

Mercapto-éthanol

Figure 23: Réaction de dérivatisation de la FB1 palfOPA.

Sur les 2 autres chaines avec injecteur automatiqRieA et la ZEA ont été dosées. Pour la
ZEA, 2 programmes on été utilisés selon les essais méthode courte pour une simple analyse des
mycotoxines et une méthode longue en gradient peentuellement observer d’autres métabolites
(cf Tableau 29). Par exemple, pour cette méthodgue, les temps de retention de la ZEA et de la
ZEA-sulfate sont respectivement de 29 minutes ehihltes.

De I'eau ultrapure et des solvants de qualité Hipd€gré de pureté > a 99 %) ont été utilisés
pour la réalisation des expériences. Les mycotexima été achetées sous forme cristalline et ént ét
dissoutes dans du méthanol pour constituer laisolmtére. Le systéme HPLC et la colonne étaient
rincés a l'aide d’acétonitrile (ACN) ou de méthapok, sauf dans le cas du dosage des FB1 ou un
lavage préalable a I'eau destiné a éliminer les sslus de la phase mobile précédait un lavage au
méthanol. Un ajustement du pH (pH 3,3) doit étfeatfie pour la phase mobile utilisée pour le
dosage de la FB1. L'ordre « eau » puis « métharéthit respecté de maniere stricte afin d’éviter
toute recristallisation des sels pendant la phadawhge.

Pour solubiliser les mycotoxines avant analyse HRLE mL de methanol a été ajouté a 0,4
mL de solution aqueuse.

51



Matériel et méthodes

Tableau 28 : Programmes et chaines HPLC utiliséespdant I'étude.

2 Acétonitrile
3 Acide acétique

Tableau 29 : Gradient utilisé pour I'analyse de I&ZEA, méthode longue.

Temps d’analyse Pourcentage de méthano Pourcentage
(llp)) ou d’ACN d’eau ultrapure

0 30 70

5 30 70

30 90 10

35 90 10

1.3

tamponné

Mesure de la capacité d’adsorption in vitro de

[1.3.1 Adsorption des mycotoxines

11.3.1.1 Protocole d’adsorption

L’adsorptionin vitro avec la ou les mycotoxine(s) a été menée commem&sssur la Figure
24. Selon les essais, le type d’adsorbant, la cdraten d’adsorbant étudiée et le temps de contact

S mycotoxines

in vitro dans du milieu simple

OTA | ZEA FB1
Chaine Serlabo ICS Serlabd ICS ICS Serlabo ICS ICS
HPLC
Injecteur Auto Auto Auto Auto Auto Auto Auto Manue
Détecteur FL3000 RF-10AXL FL3000 | RF-10AXL RF- FL3000 RF-10AXL L7485
fluo. 10AXL
Gradient - - - - - - Oui Oui -
Phase A MétOH ACN* MétOH MétOH MétOH ACN MétOH ACN MétOH
Phase B Acide at. Acide ac. | Acide ac. Eau Eau Eau Eau Eau Nz,
(0,2%) (0,2%) (0,2%) 0,1M,
pH 3,3
Ratio A/B 70/30 70/30 70/30 70/30 80/20 70/3p  Hiiti30/70 Initial : 75/25
Final : 90/10 30/70
Final : 90/10
Débit 0,8 0,5 0,8 0,5 0,8 0,5 0,5
(mL/min)
Temps 15 15 15 15 15 40 50 40
analyse
(min)
Temps de 7,2 7,2 8,5 11 7,5 29 35 27
rétention
(min)
rex (nm) 332 274 334
rem (nm) 466 450 440
Vinj. 60 20 60 20 60 20 60
(HL)
Colonne Prontosil Prontosil 120-30-C18-H| Prontosi| Prontosil 120-30-C18-H Prontosil Prontosil Prontosil
120-5-C18- 3um [ 120-5- 3um 120-5-C18- | 120-30-C18-| 120-30-
SH 5um C18-sH SH 5um H 3um C18-H
5um 3um
1 Méthanol
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sont différents (cf Tableau 30). La concentratienspores Mu541 de i@p/mL correspond & 12
pg/mL, estimée par mesure du poids sec. Cette ntlatien massique a été utilisée pour les autres

types d’adsorbants.

Type d’adsorbant
Concentration en adsorbant Mise en contact

Concentration en adsorbant/mycotoxines
mycotoxines
pH et tampon \L

Volume=500 puL
Séparation
spores/milieu par
Temps de contact fjjiration (PVDF, 0,45

Température de 20°C im, acétate de
cellulose) 0,6 mL de
\L +~  méthanol

Solubilisation des
mycotoxines }

!

Dosage concentration en
mycotoxine résiduelle
par HPLC (cf 11.2)

0,4 mL de
filtrat

Figure 24 : Différentes étapes et parameétres assésipour les tests d’adsorption des mycotoxines.

Le pourcentage d’élimination des mycotoxines estsatalculé en comparaison avec un
témoin négatif, milieu contaminé par les mycotosgisans adsorbant (cf Equation 1).

Equation 1 : Calcul du pourcentage d’adsorption desnycotoxines.

_ [ZEA] essali
%é lim ination — 100x (1_ —)
[ZEA]témoin

Pour de nombreux essais 2 pHs ont été choisisqpHet pH 6) pour pouvoir évaluer
I'efficacité dans un pH plutdt acide (conditionsagsac) et un pH neutre (conditions intestin).
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Tableau 30 : Conditions d’adsorption en fonction de différents essais effectués.

Temps = Tampon®

de
contact

Criblage Spores vivantes | 10" sp/mL 1 pg/mL 50u 60 | P-C0,05M
d’'Aspergillusde la min
section Nigri
Extraction de la ZEA Spores inactivées | 10" sp/mL ZEA 8 pg/mL 5 min P-Q,05M 6
adsorbée Mu541
Influence de la Spores inactivées | 10°, 10, 10, | ZEA 1 pg/mL 5 min P-©,05M | 2,5
concentration en spores | Mu541 2.10%sp/mL 6
Influence du pH Spores inactivées| 10" sp/mL ZEA 1 pg/mL 5 min pP-C 2-8
Mu541 B 9-11
0,05M
Influence du traitement a | Spores traitées a la| 5.10' sp/mL | ZEA 1 pg/mL 5 min P-Q,05M 6
la chaleur chaleur
120°C, 20 min ;
12°C, 60 min ;
130°C, 10 min ;
140°C, 5 min
Adsorption en milieu Spores inactivées | 10" sp/mL ZEA 1 pug/mL 5 min P-Q,05M 6
complexe (riche en Mu541
nutriments)
Influence de la Spores inactivées | 10" sp/mL ZEA 0,5-12 5 min P-C0,05M 2,5
concentration en Mu541 OTA png/mL 6
mycotoxines FB1
Etude de I'éventuelle Spores inactivées | 10" sp/mL ZEA+ | 1-20 5 min P-C0,05M 2,5
compétition entre les Mu541 OTA+ | umol/L 6
mycotoxines FB1
Comparaison avec des | CarboVet® 12 pg/mL ZEA 2-12 5 min P-C0,05M 2,5
adsorbants commerciaux| Mycosorb® OTA pg/mL 6
Zéolithe A®
Mime systéme digestif Spores inactivéed 10° sp/mL ZEA 1 pg/mL Cf P-C0,05M 3-7
Mu541 11.3.1.1

'Ads. : Adsorbant
M : Mycotoxine
3P-C : Phosphate-citrate, B : Borate.

[1.3.1.1 Protocole d’'inactivation des spores

L’inactivation des spores par la chaleur a étéctfitee par autoclavage des suspensions de
spores a 120°C pendant 20 min sous pression (1. lidautres conditions de températures et de
durées ont été testées correspondant plutdét a aitentient de surface des spores puisque
linactivation a déja lieu pour des conditions nwidrastiques. L'inactivation a été vérifiee par
dénombrement de suspension par mesure des unitéanfiocolonies (UFC) par mL sur du milieu
CYA.

[1.3.1.2 Protocole d’extraction de mycotoxine adsorbée

Pour prouver I'adsorption des mycotoxines sur |esres, le filtre contenant les spores sur
lesquelles est adsorbée la mycotoxine est laveéaa (1V) puis extrait au méthanol (1V). La quantité
de mycotoxine résiduelle, non adsorbée, la quadétiycotoxines désorbée par lavage a I'eau et la
guantité de mycotoxine désorbée par extraction @hamol sont dosées.
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[1.3.1.1 Protocole d’adsorptionin vitro mimant les conditions d’'un syteme digestif

L’efficacité de I'adsorption de la ZEA par des sgoiMu541 a été testée dans un mime de
systeme digestiin vitro (cf Figure 25) inspiré de Do#t al. (2004). Aprés mise en contact, les
spores et la mycotoxines sont laissées 2 heur&@S@ 3e pH est ensuite ajusté a pH 3 par ajout
d’'HCI a 6M. Le mélange est ensuite incubé pendame@es supplémentaires a 37°C. Aprés cette
période d’incubation simulant les conditions daestbmac, le pH est ajusté a pH 6 par ajout de
NaOH a 5M. Le mélange est encore incubé 2h a 379€ gH est ajusté a pH 7. Le mélange est
incubé finalement 2 heures a 37°C. Les deux dersiérapes simulent les conditions dans l'intestin.
5 tubes sont préparés correspondant a chaque dggm®tocole. Avant chaque changement de pH,
un tube est retiré et les spores sont eliminéemilieu par filtration.

Ajout d’'HCI Ajout de NaOH  Ajout de NaOH

© b 6 O @

pH5—» pH3—»

2h 2h 2h 2h

Y Y

Estoma Intestir

Figure 25 : Protocole utilisé pour mimer I'adsorption dans des conditions de pH, de température et demps de
séjour d'un systéme digestif de porc, inspiré de Didet al, 2004.

[1.3.1.2 Evaluation des paramétres d’adsorption grace a diffrents modéles
Pour évaluer les parametres d’adsorption des myic@e sur les spores, plusieurs modeles
(Hill, 1910 ; Freundlich, 1906; Langmuir, 1916) aié testés grace au logiciel DataFit 7.1 (Oakdale
Engineering, Oakdale, Pennsylvania, USA). Pourskadtion de la ZEA sur les spores inactivées, le
modele de Hill (cf Equation 2) correspondait le mxi@ux valeurs expérimentales. La modélisation a
ete effectuée avec des concentrations en mycotoxmeant de 0,5 a 12 pg/mL, et a 2 pHs
différents (pH 2,5 et pH 6).

Equation 2 : Modele de Hill (Hill, 1919)

ZEAS HZEA )"
KD + (ZEA 4 )"
ZEA44s: Quantité de zéaralénone adsorbée sur les s(maleslée par rapport aux témoins)
ZEA,nma| : Quantité de zéaralénone ajoutée dans le miliedépart.
ZE : Quantité maximale de zéaralénone qui peut s §iur les spores

KD : constante d’association de la zéaralénon&lainent ajoutée
n : nombre de sites de fixation

ZEA =

Les paramétres du modele de Hill donnent des iadiir I'interprétation biologique du
phénomene d’adsorption :
D’autres parametres peuvent étre définis comme :

- la constante d’association par site de fixatiGsh =% KD
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- la constante de saturation Ksat soit la quantitéirmim de zéaralénone qu'il faut ajouter
dans le milieu pour atteindre la quantité de zéa@ie maximal&ZEATY

- laffinité A= A
2[Kd

Pour décrire le phénoméne en entier, il faut prerdrcompte les paramétres Kd, KZEA

et n, dont les représentations graphiques sont préssesté la Figure 26.

Plus le nombre de sitesest important, plus le phénoméne est coopérati§t-a-dire que plus la
ZEA se fixe, plus elle a tendance a se fixer. Roun égal a 1, le modéle est appelé isotherme
d’adsorption.

Rmax A~
4 /'
/ ’
X ’/
/
max
= ZEA
2
§ ZEA™[2
5 W7
3 /
© /'
5 ,
N |7 / Kd Ksat
/
4 [ZEA] iniiale (ug/mL)

Figure 26. Représentation graphique des constantes d’affinitdéterminée avec le modéle de Hill.

[1.3.2 Essais d’adsorption in vitro des mycotoxines sur aliment
naturellement contaminé

[1.3.2.1 Dosage des mycotoxines dans la matrice alimentaire

Du mais naturellement multi-contaminé en mycotegi(cf Tableau 31) a été utilisé pour
certains essais.

Tableau 31 : Niveau de contamination du mais utilé&s

Mycotoxines présentes (Lot n° 17817) Quantité dosée
ZEA 401 ppb
DON 3460 ppb
NIV 1860 ppb
FB1 4470 ppb
FB2 1190 ppb

Le dosage de la ZEA et la FB1 a été effectué pesitdmoins (mais seul) et les essais (mais
+ adsorbants) grace aux méthodes normalisées d®btaaddet al. (2005) et la méthode normalisée
européenne DS/DS/EN 14352 (2004).

La ZEA est extraite du mais avec 100 mL de solvbextraction (eau/ACN ; 1: 3) sous
agitation pendant 3 minutes. L'extrait est séparaméis par filtration sur papier Whatman. 12 mL
d’extrait sont ensuite prélevés et ajoutés a 8&mtampon phosphate salin (PBS) (8g de NaCl, 1,2g
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de NaHPO4, 0,2g de KEPOq, 0,29 de KCI dans 1L d’eau distillée). 50 mL drext ainsi dilué sont
passés sur une colonne dimmunoaffinité (ZéaraStaB®min, Ploufragan) a 3 mL/min, au
préalable conditionnée avec 20 mL de tampon PBSJdbit est réglé par aspiration sous vide. La
colonne est ensuite lavée avec 20 mL d’eau ultepuélution de la ZEA fixée sur les anticorps se
fait grace a 1,5 mL d’acétonitrile & un debit da 2 gouttes par seconde. L’éluat est récupére filt
et séché a I'évaporateur sous vide (40°C, 40 miuteééluat ainsi obtenu est resuspendu dans 500
pnL de méthanol et injecté par HPLC.

Pour le dosage de la FB1, le mélange est mis s@imtian avec un mélange
methanol/ACN/eau (25/25/50) pendant 20 min. L'ektest séparé du mais par centrifugation
(2500g, 10 min). Le culot est soumis a urf®Zxtraction identique. Les 2 surnageants sont
regroupeés et passes sur colonne d'immunoaffinitdrustar® (Biomin, Ploufragan).

La quantité de mycotoxine (ZEA ou FB1) est alodsulae en pug/kg comme suit:

WZEA= Clv, Vv,

V, [ing
avec C : concentration en mycotoxine dosée dahmt'é
V3 : Volume de I'échantillon injecté : 0,5 mL
V1 : Volume d’extrait au départ : 100 mL
V, : Volume d’échantillon utilisé pour la fixatior6:mL
Ms : masse de mais utilisée : 25¢g

[1.3.2.2 Adsorption en conditions solide/solide

Le mais naturellement contaminé dont la compos#gtrprésentée dans le Tableau 31, est mis
en contact pendant 24h, a 30°C, sous agitation 4@6cmg ou 1g de spores de la souéhe
japonicus Mu541 inactivees par autoclavage (120°C, 20 m8gns séparation des spores de
I'aliment, la mycotoxine est dosée dans le témeang spores) et dans I'essai (avec spores) comme
décrit précédemment dans la partie 11.3.2.1.

[1.3.2.3  Adsorption en conditions bol alimentaire

100 mg de spores Mu541 inactivées sont mis en cobrga@ec le mais naturellement
contaminé dans 50 mL de tampon phosphate-citré&® Bl, pH 5. La séparation des spores du
milieu étant impossible, le dosage a été efectudesmélange directement comme présenté dans la
partie 11.3.2.1.

1.4  Analyse physico-chimique de surface

[1.4.1 Observation au microscope €lectronique a balayage

Un appareil de microscopie électronique a balay@gdeO 435 VP, métalliseur Edwards
Pirani 501, Electron Microscopy Ltd, Cambrige, UKa)été utilisé pour observer la surface des
spores. Deux grossisements ont été effectués (B @08 50000).

[1.4.2 Analyse de la composition chimique de surface par
spectroscopie par bombardement de la surface parra  yons
X (analyse ESCA ou XPS)

11.4.2.1 Principe

Un appareil de spectroscopie ESCA ou « electrontsgseopy for chemical analysis » (VG
Escalab MKII, CIRIMAT) est utilisé pour déterminlarstructure chimique globale d’une surface. Le
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matériau est ingé dans une chambre sous vide, fest irradiépar des rayons X. Celpermet
d’accéder a Energie de liaisons des électrons des atomes couche superficielle ¢ matériau. En
fonction de la vitesse des électrons libérés (@eil énergie nécessaire pour les arracher de
orbitales) par le bombardement des rayons X, tilpessible de connaitre la provenance de
électrons (cf Figure 27Un balayage a été effectué de 0 a 600 eV aveenasare tous les 0.3 e
Par exemple, pourdppareil utilisé, les électrons issus des atomasad®ne ont une €nergie er
286 et 294 eV, les atomesadbte entre 400 et 407 eV et les aton’ oxygeéne entre 533 et 540
(cf Figure 28).

[T LA B Ty L LD ALY JULLLY MLARA LY RN LS RARAY | T[T A RARRRRAAL
Jg 50 00 150 200 260 300 380 400 450 500 560 610

Bindina Enerav (e\\ CIRIMATFNRIACET  2/4m00G

Figure 28 : Spectre dénergie de liaison des électrons liés au carboné’azote et a’oxygene.

[1.4.2.2 Analyse des résultat

En fonction des liaisons entre les différents atmni énergie de liaison des éleins est
différente. Cést pourquoi, chaque pic correspondant a un atenetaité et un calcul est effect
pour reformer le pic expérimental avec la sommeids théoriques. Par exempdurant I'analyse
de la surface des sporemus avons décompose pic de carbone en 4 sepiss de fagon a ce que
les points calculés soient au plus pres des paxsérimentaux (cfFigure 29). Ces pics
correspondent a des carbones composes familles chimiques précises, identifiés grace
différences dnergie de liaison (cf Annexe lll)Les composés drigine biologique sct
essentiellement composés de carbone, oxygene,, argdeogéne. Nous avons donc choisi
reconstituer le pic de carbone pasous-pics Le premier pic correspondrait a un carbone lin:
carbone ou & un hydrogene. L€ 2pic correspondrait & un cane lié & un azote ou a un oxyge
Le 3™ pic correspondrait & un carbone avec une doubisotiaavec un oxygéne. L4°™® pic
correspondrait a un carbone lié a plusieurs oxyge@eace a’aire des pics, nous pouvons av
acces au ratio atomique d=bones par rapport au carbone .
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Figure 29: Spectre dénergie de liaison des électrons liés au carbonea lcourbe noire est le spectre obten
expérimentalement. Les courbes rouges correspondeatix valeurs calculées corispondant & des carbones liés ¢
carbone ou a des oxygenes. La courbe proche de tauthe expérimentale est la somme des courb

11.4.3 Mesure de | 'hydrophobicité de surface

11.4.3.1 BATH Test (« Bacterial Adhesion To Hydrocarbons»)

Le BATH test permet dstimer 'affinité d’'un composé& une phase organique carbo Ce
test est en général utilisé pour détermir hydrophobicité de surface de bactéries. Ce tesisim
en I'ajout de 1V d’hexanpour 1V de suspension de matériau (ici les spoed’isolat Mu541). Le
mélange est vortexé pendant 1 minute puis laigsgses pendant 1h. Les spores de la phase aq
sont dénombrées sur cellules de Thoma et la caatiemt obtenue est comparée a la concentri
initiale de la suspension. Le pourcentage de spaukérées a la phase organique est calculé gr
la concentration obtenue dans la phase aqueuss. I®lpourcentage de spores dans la p
organique est important, plus le composeé est ditdphobe

11.4.3.2 Mesure d’angle de contac

Des mesures dhgle de contac(Digidrop, GBX, Romans sur Iserepermettent d’étudier
I’hydrophobicité dun matériau. Il 'agit de déposer une goutteedu sur une lame saupoudreu
matériau a tester (scotch douldee sur lequel est collé le matériau) etberver a forme de la
goutte d’eau. Langle entre la surface de la lame’extérieur de la goutte est mesuré. P’angle
est important, plus la surface est hydrophobeFigure 3Q. A titre indicatif, une surface de vel
(surface hydrophile) a un angle de conté environ 20° alors que du téflon (surface hydrophat
un angle de contactehviron 95¢

£ o

Figure 30 : Forme d’'une goutte deau sur une surface hydrophobe (A.) et sur ungurface hydrophile (B.).

I1.4.4 Mesure du potentiel zéta

Autour de chaque particule en sunsion, il y a adsorption d’iond.e potentiel zta d’'une
particule correspond a saaye de surface. Le potentielta d'une particule est mesuré par
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vitesse de déplacement de cette particule danshamp électrique. Les particules en suspensions
possédant un potential zéta vont migrer vers Itébele de charge opposée a la charge de surface
avec une vitesse proportionnelle a 'amplitude dteptiel zéta. Le principe détaillé est présenté
dans I'Annexe IV. Ceci a été mesuré par un app&faiVern instruments Ltd (Orsay

1.5 Détoxication in vitro de la ZEA

La détoxication de la ZEA par différentes souch&téatestée a plusieurs niveaux. En effet,
sa meétabolisation par du mycélium en croissancedsumilieu contaminé ainsi que des essais de
transformation de la ZEA en cellules entiéres audes extraits bruts ont été menés (cf Figure 31).

Mycélium en Production de mycélium
croissance ¢

Mycélium s Activités cellules entieres

Extraction du milieu intracellulaire

V

Extrait brut —S Activités enzymatiques

Concentration protéique par précipitation
au sulfate d’ammonium

v

Fractions protéiques concentrées—> Activités enzymatiques
Figure 31 : Différentes étapes étudiées dans la dé&tcation de la ZEA.

[1.5.1 Métabolisation de la ZEA par du myceélium en croiss  ance

La détoxication de la ZEAn vitro a été menée comme présentée sur la Figure 32. Bslon
essais, les souches, milieux de culture, volumescdiure, durées d’incubation et type
d’ensemencement ont été différents (cf Tableau 32).
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Figure 32: Différentes étapes et parametres associés pouslests dedétoxication de la ZEA par du mycélium en
croissance.

Les pourcentages d’élimation de la ZEA ont été calcs géace a la ZEA résidue dosée dans les
essaiscompareée a celle dosée danstémoins (milieu sans mycélium ou bactéri

Tableau 32: Conditions d adsorption en fonction des différents essais effefis.

Souches M]* Durée Volume

utilisées d’incubation (mL)

Criblage Aspergillu: de la 1 pg/mL 7 jours
section Nigri 50 pg/mL
Streptomyces 10 pg/mL
Influence de la CA936 1-150 pg/mL 0-96h 1mL
concentration en ZEA (A. niged
Production de ZEA-sulfate| CA936 50 pg/mL 96h 20 mL

!: Concentration en mycotoxin

LesAspergillusde la section Nigri ont été cultivés dans du CYRestactinomycetes dans
'ISP2. Des cinétiques de transformation ont été réalis

[1.5.2 Essai de c onversion de la ZEA par des cellules entiéres

Apres croissancdes souches avec ou sans ZEe mycélium et récupéré elavé avec de
'eau physiologique. Il estnsuiteresuspendu dans du tampon phosphdtate a pH 6, contaminé
par 1 ug/mL de ZEA pour le test Cactivité enzymatique (cf 11.5.4).
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[1.5.3 Essai de conversion de la ZEA par de I'extrait bru  t ou des
fractions protéiques

11.5.3.1 Lyse des cellules

Difféerents moyens de lyse du mycélium ont été sési (sonication, broyage a billes...),
évalués sur le rendement en protéines intracabdale plus efficace (broyage a bille dans I'azote
liquide, 1 min) a été conserveé pour la suite dggegnces.

[1.5.3.2 Essai d’optimisation du tampon d’extraction

Pour essayer d’observer une activité de dégraddieola ZEA dans I'extrait brut, différents
tampons d’extraction ont été testés. Pour éviter degradation des protéines intracellulaires, nous
avons ajouté au tampon phosphate-citrate (0,05M)gldcérol (10%), du NaCl (0,1M), un anti-
oxydant le DTT (0,5 mM), un cocktail commercial igmiotéases. D’autres molécules ont aussi été
ajoutées comme éventuels éléments manquants dansliéal, cofacteurs notamment (MgCl
0,03M; ZnC} 0,01M ; FeSQ@ 10 mg/L ; CuS@5 mg/L, ATP 5 mM ; NADP 5 mM). Toutes les
étapes a partir de la lyse des cellules doivertdfectuées a une température inférieure a 4°C.

11.5.3.3 Concentration de I'extrait brut par précipitation a u sulfate d’ammonium

Une méthode de concentration de protéines largentiisée est la concentration au sulfate
d’ammonium. Elle permet de séparer les protéinémndeur solubilité en présence de sels. Dans
notre étude, les protéines intracellulaires ontcétécentrées par précipitation fractionnée au wulfa
d’ammonium avec des pourcentages de saturatiord@8060%-80%. Les protéines ont ensuite été
récupérées dans le culot par centrifugation (50@0gmin) et resupendues dans 2 mL de tampon
Tris-HCI, 50 mM, pH 7. Les différentes fractionof#iques ont été dialysées (Spectra/Por Biotech,
ester de cellulose, 15 kDa) contre du tampon T@$:H0 mM, pH 7 et leurs activités enzymatiques
ont été testees.

11.5.3.4 Dosage des protéines

Le suivi de la lyse des cellules et de la prédigitaa été effectué par dosage des protéines
par la méthode micro de Bradford (1976). La méthddeBradford est un dosage colorimétrique,
basé sur le changement d’absorbance des protéineslal liaison du bleu de Comassie avec les
acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosipdénylalanine) présent dans la ou les protéines.
La mesure d’absorbance s’effectue a 595 nm. Ledatdnutilisé était la BSA (« Bovine Serum
Albumine ») de concentration entre 1 et 10 mg/mL.

[1.5.4 Détection de I'activité de transformation de la ZE A

Pour détecter une activité éventuelle de transfoomade la ZEA, les cellules entieres
(environ 1g) sont placées dans 1 mL de tampon plabsgitrate, pH 5, 0,05M contaminé par 1
pg/mL de ZEA et laissées incubées 24h a 28°C darimin-marie. De méme pour I'extrait brut et
les fractions protéiques, de la ZEA est ajoutésafietions pour obtenir une concentration finade d
1 pg/mL et sont laissées incubées 24h a 28°C dabain-marie.

1.6 Détermination de la structure chimique du prod uit forme

[1.6.1 Mise en évidence de la présence d’'un conjugué

La présence d'un conjugué de la ZEA a été déteenpar analyses LC/MS, au Centre
d’Energie Atomique (CEA) de Saclay. La colonneligée est une colonne 150 x 2 mm Kromasil 5
pm C18 column (Interchim, Montlugon). Le signal t8 @nalysé par UV avant injection dans le
spectrophotometre de masse au travers une souorgsdtion electrospray (ESI) réglée a 330°C,
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4500 V, 40 psi de gaz et 9 L/min de gaz, en modmiation négatif. La phase mobile, réglée a un
debit de 0,2 mL/min, était composée de 10 mM dateet’ammonium dans un mélange eau/ACN
(90/10 v/v) comme solvant A et un mélange eau/AGR/90 v/v) comme solvant B. Le profil
d’élution a commencé par 10% de solvant B pendanir2ites, suivi d’'un gradient linéaire jusqu’a
80% de solvant B en 22 minutes. Aprés 2 minuteprdél isocratique, le systéme retourne aux
conditions initiales en 2 minutes. Les échantillons été gardés a 4°C jusqu’a I'analyse. Un volume
de 20 pL est injecté dans le systeme chromatogyaphies optimisations des signaux MS et MS2
ont été effectués sur la ZEA. L’'acquisition des riees a été effectuée par un logiciel de Bruker
Softwares.

[1.6.2 Purification du conjugué

Une production du conjugué observe (ZEA-sulfaté)éamenée en incubant la souche CA936
dans du milieu contaminé par 50 pg/mL de ZEA. Afasolubiliser la ZEA-sulfate et de la mettre
dans le solvant de départ de la purification, l&dillon obtenu est évaporé et resuspendu dans 10%
d’ACN. La ZEA a ensuite été séparée de la ZEA-selfsmar passage sous vide sur une colonge C
Sepak (Waters, Guyancourt). Aprés equilibratioradeolonne, le conjugué purifié est élué dans la
premiere fraction d’éluat 50:50 (ACN/eau). La ZEAt é€luée dans le deuxieme éluat de 100%
d’ACN.

[1.6.3 Détermination de la masse exacte du conjugué

La masse exacte du conjugué a été déterminée facctoon purifiée par Sepak au CEA de
Saclay sur l'appareil LTQ-Orbitrap (Thermo Fishaeftific, Les Ulis). Cet appareil permet une
précision de masse de moins de 5 ppm. La déteatiété effectuée par ionisation par electrospray
(ESI) a une résolution de 30000 en mode d’ionisatiégatif.

[1.6.4 Confirmation de la structure par hydrolyse enzymat ique

Pour savoir si le produit inconnu observé était aamjugué de la ZEA, une hydrolyse
enzymatique du conjugué purifié par Sepak a égcefé par un cocktail enzymatique commercial
comprenant 250 Ul de sulfatase Helix Pomatia e0326de glucuronidase pendant 17h a 37°C dans
du tampon acétate a 0,1 M a pH 5,2.

[I.7  Culture des cellules MCF-7 et test de prolifér  ation

[1.7.1 Mise en culture des cellules MCF-7

La lignée cellulaire utilisée pour le test de déoftion est la lignée MCF-7 (ATCC HTB-22),
fournie chez LGC Prochem (Le Perreux Sur Marnek €&lules ont été isolées a partir de cellules
tumorales mammaires en 1973. Elles sont depuisrpswitilisées dans la recherche contre le cancer.
Les cellules ont été utilisées dans notre étudesdtl"®passage au 162 passage.

Les souches cellulaires ont été conservées daliazatée liquide dans 1 mL d’une solution
de congélation (1 mL de milieu de culture conteridh% de DMSO, 40 % de SVF). Sorti de I'azote
liquide, le tube reste 1 min a température ambiamtnt d’étre porté a 37°C, 1 min dans un bain-
marie. 10 mL de milieu de culture supplémenté (1@é&4SVF, 1% de pénicilline/streptomycine),
préalablement chauffé a 37 °C, est versé danslaseue de 75 cfravec 1 mL de la culture de
cellule décongelée. Une nuit a 37 °C permet l'adimedes cellules au support. Au bout de trois
jours, les cellules ne pouvant plus se développerectement due a I'épuisement du milieu de
culture, il est nécessaire d'effectuer un passageepiquage pour maintenir la viabilité des ceBule
et I'état de culture. Cette opération permet I'afigaition de la culture cellulaire. Les cellules MC
7 ont été utilisées dans cette etude di"%assage au 16Fpassage.
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[1.7.2 Maintien en culture des cellules MCF -7

La lignée cellulaireMCF-7 (ATCC HTB-22) a été&ultivée dans des flasques de 757
contenant 15 mL damilieu DMEM supplementé pal% de glutamine,, 1% d’'une solution
d’antibiotiques pénicilline/streptomyci, 10% de SVF et 0.1% d’insulindans une étuve a 37°
conservant une atmosphére humidsaturée a 5% de G@ans une étuve stél. Des conditions
d’aseptie strictes ont été mainters pour la manipulation de ces cellules.systeme tampon utilic
est le bicarbonate (HGQ en équilibre avec le (; de I'étuve, permettant de maintenir un pH de
Dans le milieu de culture est inclus un indicateéerpH :le rouge de bromophénol virant au vic
ou au jaune pour des pH respectivement, alcalirecales

11.7.3 Passage des cellules

Cette étape consiste a réduire environ de moitigolabre de cellules contenues dans
boites quand les cellules sont a conflie. Le repiquage est effectué a 80% de confluerecFigure
33 montre le protocole deassage des cellules. Le milieu deture est aspiré et on ajoute 5 de
tamponphosphate salin (PBS) destiné a préparer les eslf’ action de la trypsine. Apres envir
30s de contact, le tampon phosge est aspiré et 1mL de 0,25% trypsiEBTA est ajouté dans
chaque flasque qui est mise @tlive pendant 5 min.’action de latrypsine est arrétée pZajout de
5 mL de milieu de culture (contenant des facteurs inttilt activité de cette enzyme). Les cellu
décrochéesont centrifugées 10 min & 1g & 4 °C et le culot est remis saspensic. La suspension
cellulaire obtene est répartie dans férents flacons, a raison de 1mL par fle avec 14 mL de
milieu de culture. Les cellulddCF-7 ont une croissance faiblesint repiquées ttes les semaines
environ.

-0 -6 ¢

Suspension de cellule nencement d Trypsination
asque :
1L de miliel
- de cellule

~i- gt

on de cellul ;

Figure 33 : Amplification des cellules MCF-7.

[1.7.4 Mise en conser vation d’ une culture cellulaire

A confluence, les cellules’une flasque, sont trypsinées pendant 5 min a 37%¢C &
tampon trypsine décrit précédemment. Aprés cegttion, le culot cellulaire est suspendu dar
solution de conservation préalabent décrite dans la section 1.7 Apres homogénéisation, ce
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solution (1ml) est stockée dans un tube cryogénique plongéde l'isopropanol ¢80°C. Une fois
les cellules refroidies doucement, elles sont €tesldans dfazote liquide.

[I.7.5 Test de prolifération

Aprés amplification dine quantité suffisante de cellules pour le tene suspension
cellulaire dans du milieu DMEM, 1%de glutamine (GLU), 1%de solution antibiotiqu
streptomycine, ampicilline (AA)5% de sérum de veau fétal (SVF) a gtéparée afin de dépos
environ 5000 cellules par puits a raison 90 puL dans chaque puitsutie plaque 96 puits. L
guantité de SVF a été diminuée par rapport a céllisée pour le maintien des cellules. En effe
SVF adsorbe les mycotoxines eminue ainsi la concentration réelle en contact deecellules. |
faut donc mdte la concentratiode SVFminimale pour la croissance des cellt Les différentes
étapes du test sont réesumées siFigure 34.Les cellules sont ensuite incubées pendant 24h
gu’elles sattachent a la paroi des puits. Le milieu est easiiané par le mme milieu comprenant
cette fois 5%de SVF traité au charb au lieu du SVF non trait&n effet, le SVF non traité pe
contenir de hormones bovines qui influerait sur la croissate cellules et biaiserait le teLes
molécules toxiques a tester sont dissoutes damslikeu de culture contenant 5% de SVF traité
charbon. Chaque condition asistée a’identique 4 fois. Un témoin négatif correspondaux
cellules seules sans composéssier est inclus dans chaque ple Aprés 5 jours ’incubation, la
quantité de ellules vivantes est évaluée en utilisant le CellTiter96®AqueousPromega). Pour ce
faire, 20 pL de réactif estjouté a chaque puit daissé incuber 3h. Bbsorbance a 490 ni
correspondant a dpparition du formazan a partir du Mlou 3-(4,5dimethylthiazc-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Baphenyl’-2H-tetrazolium (cf Figure 35 transformation effectué
par les cellules viablesst alors mesurée dans un lecteur UV & plal’ absorbance est directem
proportionnelle au nombre de cellules viab

L’indice de proliferation est enst determinéen calculant le ratio de Imoyenne de la
densité optique obtenue pouedsai sr la moyenne de la densité optique obtenue poténein
négatif. Si le compgé a un comportement oestrogéniq’indice de prolifération sa supérieur a 1.
En effet, cela veut dire que les cell, sensibles aux composés oetrogenic proliferent en
présence du compos8i le composé 'a pas de propriétés oestrogéniquésdice de proliferation
sera égal a 1. Plus le composé est oestrogenijse’ indice de proliferation sa important.
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10.0.0.000.0.0.0.00.0)
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{0.0.0.0/0/0.0.0.009.0)
'e}0/0/0 00/0/0/0 000
leleleleele’ele'e/ele’e
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1 'ou; : cellules concentrations
J seule en toxiques
f_A_Y_H
No9/e/00 0000000 000000000090 OOOOOOOOOOOO
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000000000000 000000000 00¢ Jolelo"T' I | '0/000e)
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Ajout des 5 ioure : Ajout du réactif 3n ' Lecture UV & 490 nm
toxiques a tester jours MTS

Figure 34 : Test de prolifération cellulaire.
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Figure 35 : Transformation du MTS en formazan.

La toxicité des surnageants obtenus par croissamda souch@. niger CA936 incubée en
présence de 50 pg/mL de ZEA pendant au maximunad98h testée. Les échantillons ont été dilués
au préalable 10 000 et 100 000 fois (corresporaamie concentration en ZEA de 16 nM et 1,6 nM).

La gamme de concentrations testées pour les étbastde ZEA, de 1PB-estradiol et de
ZEA-sulfate purifiée est de 1 pM a 1 nM. La concaiidn de ZEA-sulfate testée a été déterminée en
prenant I'hypothése que la ZEA et la ZEA-sulfate lenméme coefficient de réponse en détection
fluo. En réalité, la concentration en ZEA-sulfatelmement été sous-estimée ce qui augmente encore
plus le phénoméne observé.

1.8 Analyses statistiques

Les analyses ont été effectuées en triple pourlesusssais et en quadruple pour les tests de
prolifération. Les moyennes et écart-types ontcétéulées. Les moyennes ont été comparées par le
test ANOVA gréace au logiciel Kaleidagraph 4.0 (SgyeSoftware; Reading, Pennsylvania, USA).
Le seuil pour déterminer une difference significatentre 2 valeurs a été fixé a une valeur de p
inférieure a 0,05.
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Reésultats et discussion

Le travail réalisé peut étre séparé en 2 grandeepalistinctes :

- L’étude de lI'adsorption de mycotoxines par des epafAspergillusde la section Nigri (cf

Chapitres 1 et 2).

- L’étude de la détoxication de la ZEA par des isoldAspergillusde la section Nigri (cf

Chapitres 3 et 4).

Le but de la premiére partie du travail a été deeldpper un nouveau type d’adsorbant de
mycotoxines composé de spores inactivees de maissssDe nombreux adsorbants existent mais ne
sont en général pas efficaces pour toutes les myioas. |l est dés lors important de diversifies le
moyens de décontamination pour éventuellement caaple panel d’adsorbants disponibles. Il est
également envisageable de mélanger plusieurs typdsorbants pour obtenir une élimination des
mycotoxines la plus complete possible.

Les différentes étapes de I'étude sont résuméeka dtigure 36. L'adsorption a d’abord été
évaluéein vitro dans un milieu simple tamponné. Des essais congpitaines simulant des
conditions réelles de contamination ont été effestlans le cas de la ZEA. L'étude de 'adsorption a
ensuite été élargie a d’autres mycotoxines. Delysemde surface des spores ont été effectuées afin
de mieux comprendre l'interaction spores/mycotoxieed’ émettre des hypotheses sur les composés
impliqués. Enfin, pour valider I'efficacité du prae par rapport a d’autres adsorbants commerciaux,
une comparaison d’efficacité a été effectuée.

La deuxieme partie du travail a consisté en la eatlie de microorganismes pouvant
transformer la ZEA en composés moins toxiques. Rmufaire, plusieurs isolats ont été testés
(Aspergillusde la section Nigri ou Actinomyceétes). Certain$ montré une capacité a éliminer la
ZEA, et I'apparition d’'un produit de transformati@npu y étre corrélée. Ce produit a ensuite été
isolé et caractérisé, ce qui a conduit a son itieation. Sa toxicité a enfin été déterminée par la
mise en place de test de prolifération cellulaie ldynée cellulaire sensible aux composeés
oestrogéniques. Des essais de purification dewit@stienzymatiques correspondantes ont été
effectués en paralléle. Les différentes étapastie étude sont résumées sur la Figure 37.
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Figure 36: Différentes étapes de la stratégie’ étude des spores comme adsorbants de mycotoxi
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Figure 37: Différentes étapes de la stratégie’étude de la détoxicationde la ZEA.
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Chapitre 1 Mise en evidencmn vitro de I'adsorption
de la zeéaralénone sur des spordssgergillusde la
section Nigri

|  Adsorption de la zéaralénone par des spores de
différentes souches d’ Aspergillus de la section Nigri

La premiére étape de I'étude a consisté en un ebadsorption de spores d'isolats
d’Aspergillusde la section Nigri, pour déterminer la capacédealirs spores a adsorber la ZEA. Les
spores de 2 isolats A’ niger (GX312, MuX44) et de 3 isolats A japonicus(AX35, CA223,
Mu541) ont été testées. Ces isolats ont été chamsrsison de leur incapacité a produire de I'OTA,
autre mycotoxine souvent produite par d’autres BesiclAspergillusde la section Nigri.

Les spores de tous les isolats testés ont la ¢apdéliminer la ZEA dans un milieu tampon
phosphate-citrate (0,05M, pH 6) contaminé par Inkgde ZEA (cf Figure 38). Celle-ci est €liminée
entre 29% et 43% en moyenne selon les isolatse ees le contact avec les spores. De maniere
globale, une incubation de 60 minutes n’améliore g@facon significative I'élimination de la ZEA.

Parmi les 5 isolats testés, japonicusMub541 a été choisi pour la suite des essais @r se
spores présentent la moyenne d’élimination de |A EEplus importante juste aprés contact (43%),
condition retenue pour la suite des expérimentation

100%
00 [ S —
60%

40%

Elimination de la ZEA (%)

20%

0%

0 60

Temps de contact (min)

Figure 38 : Elimination de la ZEA par des spores wiantes et inactivées de 5 isolats Alspergillus de la section
Nigri (3 A.japonicus: AX35 L1, cA223[, Mus418 et 2A. niger. Gx312 M, Mux44 [). L’élimination a été
observée juste aprés contact ou aprés 60 minutes.

Une cinétiqgue d’adsorption a été effectuée de P0amiin. L’adsorption étant quasiment identique
pour tous les temps, seule I'adsorption a 60 msast présentée dans ce document.
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Il Caractérisation de I'adsorption spores/ZEA
II.L1  Confirmation du phénoméne d’adsorption

[I.L1.1 Test d’adsorption par des spores inactivées

Afin de valider I'hypothese d’adsorption, des spode 'isolat Mu541 ont été inactivées et
ont été utilisées en tant gu'adsorbants comme gedcient.

Différentes conditions de traitements a la chateurété testées :
- L’inactivation a I'acide chlorhydrique : traitemesu préalable des spores a 'HCL (2N)
- L’inactivation par autoclavage :
o C1:121°C, 20 min, 1,2 bars
C2:121°C, 40 min, 1,2 bars
C3:121°C, 60 min, 1,2 bars
C4 :121°C, 90 min, 1,2 bars
C5:130°C, 10 min, 1,2 bars
o C6:140°C, 5min, 1,2 bars
Les spores ainsi traitées (5’ pores/mL) ont en suite été mises en contact lavBEA (1 pg/mL)
dans du tampon phosphate-citrate (0,05M, pH 6)traggement a I'acide chlorhydrique ou a la
chaleur (C1, C2, C3) ne modifie pas la capacitélsbgption des spores (cf Figure 39). Seules des
conditions d'inactivation trés drastiques (cas 4t %) permettent une augmentation significative de
'adsorption de la ZEA sur les spores. Pour desorad de commodité, les spores utilisées par la suit
ont subies le traitement & la chaleur standard°@220 min, 1,2 bars).

L’inactivation des spores a été vérifiee par enseament de celles-ci apres traitement sur
milieu CYA : Moins de 2 spores vivantes pour Bpores totales ont pu former une colonie aprés
incubation a 28°C pendant 10 jours. L'inactivatest donc efficace, et les spores n’ont pas besoin
d’étre vivantes pour éliminer la ZEA.

© O OO0
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Elimination de la ZEA (%)
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Différentes conditions d'inactivation

Figure 39 : Influence des différents traitements da chaleur sur I'efficacité des spores a adsorbealZEA.
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11.L1.2 Efficacité réelle de I'adsorption par les spores

Etant donné que la ZEA est peu soluble dans I'eappur déterminer I'adsorption réelle de
la ZEA sur les spores, des expériences de récupgrdé la ZEA a des fins de dosage ont été
réalisées, d’abord sur des témoins, puis en comdiexpérimentales.

[1.1.2.1 Essais préliminaires sur les témoins

Des témoins négatifs (ZEA en solution sans spoogs) été effectués dans du tampon
phosphate-citrate (0,05M, pH 6). Les étapes hdletiele lavage et d’extraction au méthanol (cf
matériel et méthodes) ont été mises en oeuvreesuté&moins, afin de déterminer la part de ZEA
soluble et insoluble dans ces conditions (conctatrénitiale en ZEA égale a 8 pug/mL).

37%

18%

4%

Figure 40 : Distribution de la ZEA lors des différentes étapes du procédé d’extraction (ZEA dans lelfiat [, ZEA
dans I'eau de lavagell , ZEA dans I'extrait méthanajue [1, ZEA non doséel]l ) pour les témoins négatifZEA
sans spores).

41% de la ZEA initiale se retrouve dans le filtrabrrespondant a la ZEA soluble et non
adsorbée sur le filtre (cf Figure 40). 4% de la ZEA retrouvée aprées lavage du filtre a I'eau. 18%
de la ZEA est extraite au méthanol. Il peut icigi'ade la ZEA insoluble qui par extraction au
meéthanol s’est solubilisée et s’est retrouvée dansrait. 37% de la ZEA initiale n’est pas dosée
dans le témoin. Tous les calculs d’adsorption détedfectués par rapport a la part de ZEA dosée
dans le filtrat soit la ZEA soluble. Si la ZEA irsble est capable de s’adsorber sur les spores, la
capacité d’adsorption a de ce fait été sous-estimée

[1.1.2.2 Extraction au méthanol de la ZEA adsorbée

Apres adsorption classique de la ZEA sur les spaliiérentes étapes de récupération de la
ZEA ont été effectuées sur le filtre contenantdpsres et la ZEA potentiellement adsorbée dessus.
Le filtre est ringcé a I'eau puis au méthanol. Laamités de ZEA obtenues sont alors comparées a la
guantité de ZEA théorigue initiale (cf Figure 4Dans ces conditions, 30 % de la ZEA initiale
théorique est retrouvée dans le filtrat. Cela regmée la ZEA résiduelle non adsorbée. 11% de la
ZEA initiale est désorbée par le lavage a I'ea®4f® la ZEA initiale est extraite par du méthanol.
18% de la ZEA n’est pas directement dosée. Celgpoamd certainement de la ZEA non extraite par
le méthanol mais toujours adsorbée sur les spores.
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18%

Figure 41: Distribution de la ZEA lors des différertes étapes du procédé d’extraction (ZEA dans le fifat [, ZEA
dans I'eau de lavagdll , ZEA dans I'extrait méthanajue [1, ZEA non doséel ).

Afin de déterminer l'influence de la ZEA insolubtans I'adsorption, la quantité de ZEA
dosée dans le filtrat, dans I'eau de lavage et Hexisait méthanolique a été comparée a la quantit
de ZEA soluble (filtrat) dosée dans le témoin kt quantité de ZEA totale dosée dans le témoin. Les
moyennes et écart-types sur les 5 essais sonnpeésesur le Tableau 33.

Tableau 33 : Pourcentage de ZEA dosée dans les égtibons (filtrat, lavage, extrait) par rapport a | a quantité de
ZEA soluble et insoluble dosée dans les témoins.

Par rapport a la ZEA Par rapport a la ZEA totale

soluble dans le témoin  dosée dans le témoin (dans filtrat
+ dans lavage + dans extrait)

% libre (filtrat) 36% * 24% 22% + 16%
% lavage (eau) 11% +2% 6% + 1%
% adsorbée extraite 81% £20% 48% *+ 12%
(méthanol)
% total dosée 121% +15% 78% £ 17%

La quantité de ZEA totale dosée dans les échamsil(filtrat + eau + extrait méthanolique)
est plus importante que la quantité de ZEA solulisée dans le témoin. Nous obtenons ainsi un
pourcentage de ZEA dosée dans les échantillonsapport a la ZEA soluble de 121% en moyenne.
En prenant en compte la ZEA totale dosée dangrieité(filtrat + eau + extrait méthanolique), nous
obtenons un pourcentage de 78% en moyenne. AInBEA insoluble peut, en partie, s’adsorber sur
les spores. Les résultats présentés dans cette @texnent en compte I'élimination uniquement par
rapport a la ZEA soluble du témoin. L’éliminatior th ZEA est donc potentiellement sous-estimée
de 22% environ.

II.2  Influence de la concentration en spores sur I’  efficacité d’adsorption

Pour les spores vivantes et les spores inactivéesadifion standard d’autoclavage),
l'influence de la concentration en spores a étié&eede 10a 2.18 spores/mL pour une concentration
en ZEA fixe de 1 pg/mL dans du tampon phosphatateit(0,05M, pH 6). Dans les 2 cas, plus la
concentration en spores introduite est importaptes I'élimination de la ZEA du milieu par
adsorption est importante (cf Figure 42). Ainsiypane concentration de &8pores traitées par mL,
'adsorption de la ZEA est de 29% alors qu'elle ést80,3% pour une concentration en spores
inactivées de 2% spores par mL.
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Figure 42 : Adsorption de la ZEA par des spores vantes (L) et inactivées ) de Iisolat d’A. japonicusMu541

pour plusieurs concentrations en spores (£010% 10% 2.10 spores/mL) dans un tampon phosphate-citrate
(0,05M, pH 6) contaminé par 1 pug/mL de ZEA.

1.3 Influence du pH sur l'efficacité d’adsorption

L’adsorption a été testée a different pHs (de pdgH 11) soit dans du tampon phosphate-
citrate (de pH 2 a pH 8) soit dans du tampon bdiddepH 9 a pH 11). A pH 2, 53% de la ZEA est
adsorbée alors qu’a pH 11, seule 2% de la ZEAd=sirbée (cf Figure 43). L'efficacité d’adsorption
de la ZEA par les spores diminue quand le pH auggnen
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Figure 43 : Adsorption de la ZEA par des spores ndiwées de l'isolat dA. japonicusMu541 a différents pH (de pH

2 & pH 11) pour une concentration en spores de 18pores/mL dans un tampon phosphate-citrate ou bota
(0,05M) contaminé par 1 pg/mL de ZEA.
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Il Modélisation de I'adsorption spores-ZEA

Différents modéles mathématiques (Hill, 1910 ; Rddich, 1906 ; Langmuir, 1916) ont été
essayés pour déterminer celui qui correspondaitiéeix aux points expérimentaux. Le modeéle de
Hill (1910) a permis de tracer la courbe de la ZEA adsorbderation de la ZEA initiale (cFigure
44), et de définir différents parameétres qui canasent I'adsorption (cf Tableau 34).

25 T \ \ T T

Concentration en ZEA adsorbée (ug/mL)

Concentration en ZEA initiale (ug/mL)

Figure 44 : Concentration en ZEA adsorbée en fonatn de la concentration en ZEA initiale a pH 2,5@) et a pH 6
©).

Tableau 34 : Parametres d’adsorption calculé par lenodéle de Hill pour I'adsorption de la ZEA et desspores
inactivées de Mu541 (10spores /mL) & pH 2,5 et & pH 6.

Parameétres

d’adsorption?

: 16+05 28+04
ZEATY (ng/mL) 3,2+0,2 15203
Ky (ng/ml) 7,2 28
= 22,1 15,4
R 0,97 0.99

a

ZE ”:,"f‘sx : Quantité maximale de zéaralénone qui peut s §iur les spores

Kd : constante d’association de la ZEA
n : nombre de sites de fixation

Le coefficient de régression R? indique que le nedfe Hill convient bien aux valeurs
expérimentales. La concentration en ZEA maximalevpat s'adsorber sur les spores est en
moyenne de 3,2 ug/mL a pH 2,5 et de 1,5 pg/mL aépkela confirme bien une meilleure
adsorption de la ZEA sur les spores a pH acideidmbre de sites de fixation est, en moyenne, de
1,6 a pH 2,5 et de 2,8 & pH 6. Cela montre un efiepératif entre la ZEA et les spores, d’autant
plus important que le pH est neutre. L’affinité plsts importante a pH 2,5 qu'a pH 6.
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IV Etude de l'adsorption spores/ZEA en conditions
proches de I'application industrielle

IV.1 Adsorption de la ZEA dans un mime de systeme d igestif
Pour évaluer l'efficacité de I'adsorption dans desditions de durée, de température et de
pH proches d’'un systéme digestif porcin, un mimeitro a été réalisé d’apres Ddat al. (2004),
consistant en des passages plus ou moins lon@fgedis pH.
100% \ \

O E— S — T

o] LI -

Elimination ZEA (%)

40% - AR R R R -

20% - I 4

0% i i i
pH5,t2h + pH3,t4h + pH6,t6h + pH 7, t8h
L | L |

estomac intestin

Etape de digestion mimée

Figure 45 : Adsorption de la ZEA par des spores ndivées de l'isolat dA. japonicusMu541 dans un mime de

systéme digestif pour une concentration en sporesdl0 spores/mL dans du tampon phosphate-citrate (0,05M)
contaminé par 1 ug/mL de ZEA.

62% de la ZEA est adsorbée pendant la phase estloracque seulement 29% de la ZEA
est adsorbée pendant la phase intestin (cf FidhrelL4s conditions dans I'estomac (pH 5 pendant 2
heures puis pH 3 pendant 2 heures) sont donc glasables a I'adsorption de la ZEA sur les spores

gue les conditions dans la phase intestin (pH @lq&n2 heures puis pH 7 pendant 2 heures). Cela
confirme une meilleure adsorption a pH acide.

IV.2 Adsorption en conditions solides

Les spores inactivees Mu541 ont été mises en doater du mais broyé naturellement
contaminé par de la ZEA. Etant donné gu'il étaipassible de séparer les spores du mais broyé, le
dosage a été effectué sur le mélange mais/sparémt&action spores/ZEA est forte, I'extraction
nécessaire pour le dosage de la ZEA ne désorbsia g&A fixée sur les spores.

Tableau 35 : Quantité de ZEA contenue dans le maigturellement contaminé par la ZEA, traité par ajout de
spores Mu541 inactivées a raison de 1g ou 100 mgup@5g de mais.

Essai Dosage de la ZEA en
ng/kg (ou ppb)
Mais naturellement contaminé 257,523
Mais naturellement contaminé traitg 287 8
avec 100 mg de spores
Mais naturellement contaminé traitg 2103
avec 1 g de spores
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Une élimination de 18% en moyenne de la ZEA iatieét observée grace a I'ajout d'1g de
spores inactivées (cf Tableau 35). L'ajout de 1@Ddm spores ne diminue pas le taux de ZEA dans
le mais. Ces résultats sont tres inférieurs a obtenus en milieu liquide.

IV.3 Adsorption en milieu complexe supplémenté enZ  EA

L’adsorption a été testée dans un milieu compléteeren nutriments obtenu a partir d’'une
bouillie d’aliments pour poulets supplémentée matadZEA a 1 pg/mL. Le but était ici de mimer ce
qui pourrait se passer si on ajoutait des sporés @tion alimentaire d’animaux. Pour les 2
concentrations étudiées, entre 81% et 94% en meydarZEA initiale est éliminée par les spores
(cf Tableau 36). Il y a donc adsorption de la ZE2nme en milieu complexe.

Tableau 36 : Adsorption de la ZEA par les spores mctivées Mu541 dans un milieu complexe.

Concentration en spores Adsorption de la
(spores/mL) VASVNC))
10 94% + 2%
10° 81% + 2%

V  Adsorption par les spores d’autres mycotoxines
(OTA, FB1)

Afin de mieux comprendre l'interaction mycotoxirgsdres, I'efficacité d’adsorption a été
testée pour d’autres mycotoxines : 'OTA, et lalFBes manipulations ont été réalisées a deux pHs
différents (pH 2,5 et pH 6), soit avec les mycotes seules (cf Figure 46A et B), soit en mélange a
concentrations molaires identiques (cf Figure 46D)e

En moyenne, I'adsorption semble étre plus effiapd! 2,5 qu’a pH 6 avec les mycotoxines
seules. A pH 2,5, 'OTA est la plus adsorbée, del@ZEA puis la FB1. A pH 6, seule la ZEA est
adsorbée par les spores, et ce de fagon un petaghlesqu’a pH 2,5. Une forte influence du pH sur
'adsorption de 'OTA est observée. En effet, eaniB0% de 'OTA est adsorbée par les spores a pH
2,5 alors gqu'il n’y plus que moins de 20% de I'OBdsorbée a pH 6. La FB1 est la mycotoxine la
moins facilement adsorbée quelques soient les tonslide pH.

Le mélange de mycotoxines ne semble pas diminuerfaden importante I'efficacité
d’adsorption pour I'une ou l'autre des mycotoxiraes< deux conditions de pH. Il n’y a donc pas a
priori de compétition entre les 3 mycotoxines dées conditions réactionnelles utilisées. Au
contraire, dans certains cas, l'efficacité est agmgpge quand les mycotoxines sont en mélange.
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A. Mycotoxines seules, pH 2,5 BVvlycotoxines seules, pH 6
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Figure 46 : Pourcentage d’élimination des mycotoxies OTA [l ), ZEA @) et FB1 {\ ) par des spores inactes
d’'A. japonicusMu541 (10 spores/mL) dans du tampon phosphate-citrate (0,05ML’adsorption a été effectuée a
pH 2,5 (A, C) et pH 6 (B, D). Les mycotoxines onté& placées dans le tampon soient seules (A, B) s@it mélange
(C, D).

VI Comparaison avec d’autres adsorbants
commerciaux

L’efficacité d’adsorption des sporesAd’japonicussur I'OTA et la ZEA a été comparée a
celle d’'adsorbants commerciaux existants, a saloicharbon activé (Carbovet®), un adsorbant a
base de parois de levure (MTB-100®) et une zéolmedéveloppement chez Evialis) (cf Figure 47
et Figure 48).
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Figure 47 : Pourcentage d'élimination de la ZEA par différents adsorbants commerciaux (Charbon
actif Carbovet®: —©-, Zéolithe A: -a—, MTB-100® : W~ Sporesinactivée Mu541 : —— ) dans du tampon
phosphate-citrate (0,05M). L'adsorption a été effdaée a pH 2,5 (A) et pH 6 (B).

120% 120%

100% 100%

- 80% . 80%
s =

o) 60% o 60%
3 3
5 §

= 40% = 40%
£ <
£ £
[} [}

20% 20%

0% 0%

20% i i i i i i 20%

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Concentration en OTA (pg/mL) Concentration en OTA (ug/mL)

Figure 48: Pourcentage délimination de I'OTA par différents adsorbants commerciaux (Charbon
actif Carbovet®: —©-, Zéolithe A: --—, MTB-100® : ®— Sporesinactivée Mu541 : —<— ) dans du tampon
phosphate-citrate (0,05M). L'adsorption a été effaaée a pH 2,5 (A) et pH 6 (B).

Le charbon activé est I'adsorbant le plus efficaaani ceux testés a la fois pour 'OTA et la
ZEA, et ce aux 2 pHs étudiés. En ce qui concerrgEld, le MTB-100 est assez efficace surtout a
pH 6. A pH 2,5, les spores sont aussi efficacedeiTB-100 et que la zéolithe A. Par contre, a pH
6, les spores comme la zéolithe A sont peu effead@eur 'OTA, a pH 2,5, le charbon activé, MTB-

100 et les spores ont une trés bonne efficacitdsdigption. A pH 6, seul le charbon activé est
efficace contre 'OTA.
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VIl Discussion

Nous avons montré que de la ZEA initialement priessén 1l pg/mL peut étre éliminée
instantanément d’'un tampon phosphate-citrate (0,0bM 6) en y ajoutant des spores. Cette
élimination correspond bien a une adsorption d8HA sur les spores puisque d’'une part la ZEA
adsorbée peut étre retrouvée apreés une extractiomé&hanol, et que d’autre part les spores
inactivées sont aussi efficaces que les sporesiwd@sgour adsorber la ZEA. Il ne s’agit donc pas
dans ce cas d'une transformation de la ZEA. Laraatin des sites de fixation n'a pas été
caractérisée car il est impossible d’augmenteragerf importante la concentration en ZEA initiale.
En effet, celle-ci n'est pas trés soluble dansu’daemkeet al, 1998).

Plus la concentration en spores augmente, plusdiation de la ZEA est importante. Il serait
donc intéressant d’adapter la concentration enespau taux de contamination retrouvé dans les
céréales. Les essais dans des conditions prochesedsur du mais naturellement contaminé n’ont
pas été concluants étant donné I'impossibilité afeaeer les spores du milieu contaminé. En effet, il
est impossible de déterminer si la ZEA dosée estcdiment extraite du mais ou si elle a été
adsorbée puis extraite ensuite. Ainsi, des expéeeim vivo (dosages des teneurs dans les
excréments) devront étre menées pour conclure€esticacité du procédé proposé sur des céréales
naturellement contaminées.

Pour évaluer l'efficacité dans différentes condisip I'influence du pH a été testée. Des
conditions acides, correspondant aux conditiomepugées dans I'estomac permettent une meilleure
adsorption que des conditions de pH neutres olirsdsa Les expériences effectuées en mimant les
conditions dans un systeme digestif montrent qu&ElA adsorbée a pH acide peut se désorber a pH
alcalin. D’autres études devront donc étre merméesvo pour savoir si le complexe ZEA/spores
résistera aux variations de pH rencontrées penlgamiassage dans un vrai syteme digestif et
permettra d’éviter I'absorption de la ZEA. A un pldnné, le complexe spores/mycotoxines semble
étre stable étant donné la faible proportion de ZEt#ouvée dans le lavage a I'eau. Nous pouvons
observer, dans ce cas, que plus le pH est algalius, la ZEA est soluble mais moins la ZEA
s’adsorbe sur les spores. La solubilité¢ de la ZBAej peut-étre un rdle dans le phénomeéne
d’adsorption comme cela a déja été observé par Hauniat Naffrechoux (2007) pour I'adsorption
de phénols sur du charbon activé.

La modélisation de l'adsorption et la déterminatides paramétres du modele de Hill
permettent de confirmer une meilleure adsorptipHa2,5 qu'a pH 6. Cela peut étre expliqué par
une meilleure accessibilité de la ZEA pour lesssie fixation a pH 2,5 qu'a pH 6. La valeur du
parameéetren du modéle de Hill montre un phénomeéne de coopéa(n>1). L’adsorption a pH 2,5
montre une plus grande coopérativité que I'adsonpdi pH 6 § pr 25< N pH6). A pH 6, la structure
de composeés de surface des spores ne permet pepaéta la ZEA d’accéder facilement aux sites
de fixation mais les premieres molécules de ZE&d&peuvent faciliter la fixation des molécules de
ZEA suivantes, en ouvrant les structures et augenémneé nombre de sites de fixation accessibles.
Ceci a également été observé par Yiannikouris (P0dr I'adsorption de la ZEA sur des parois de
levures modifiees composant du produit MTB-100.

D’autres mycotoxines sont capables de se fixelesispores comme 'OTA. Bejaost al.
(2005) avait déja montré que I'OTA pouvait se fieerx spores @&spergillusde la section Nigri.
Les auteurs avaient observé une élimination de 4@%$o de 'OTA présente a une concentration de
2 pg/mL dans du jus de raisin, par pores/mL & pH 4. Nous obtenons des valeurs duenoédre
de grandeur. Le mélange de mycotoxines OTA, ZEARL ne semble pas diminuer de fagon
importante l'efficacité d’adsorption pour 'une dautre des mycotoxines aux deux conditions de
pH. Il n’y a donc pas de compétition de site dation en fonction des mycotoxines. Au contraire,
dans certains cas, l'efficacité est augmentée glemdycotoxines sont en mélange. Une synergie
d’adsorption entre les mycotoxines est peut-étsenkie.
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Les spores inactivées étant aussi efficaces quepla®es vivantes, il est possible d’envisager
un ajout de spores inactivées dans la ration aliarend’animaux comme adsorbant biologique. Les
especes @&. japonicusne produisant pas d'OTA, le risque de présenceTA'Qur les spores
inactivées est nul. La comparaison de I'efficadi@dsorption de la ZEA et de 'OTA avec d’autres
adsorbants commerciaux nous a permis de situept&gé dans le paysage commercial. Le charbon
activé est I'adsorbant le plus efficace mais adsald facon peu spécifique les nutriments essentiels
(Huwig et al, 2001) et les vitamines (Kadaletlal, 2004). Pour la ZEA, MTB-100 semble étre une
bonne alternative au charbon activé. Pour 'OTAsHaacide, les spores peuvent concurrencer les
autres adsorbants. Les résultats obtenus dansétatie pour I'adsorption de la ZEA sur MTB-100
sont surprenants par rapport aux résultats obtpau¥iannikouris (2004) ou une adsorption plus
efficace a pH 3 qu'a pH 6 a été observée. Hillal. (2005) ont testé differents adsorbants
commerciaux pour leur capacité a adsorber la ZEApHA acide, I'adsorption par MTB-100 est
moins efficace qu’a pH neutre. Cette étude estaramé avec ce que I'on observe. Il aurait été
intéressant de modéliser les résultats pour obtesir paramétres d’adsorption des différents
adsorbants. Cependant, le nombre de points expdaome était trop faible pour avoir une
modélisation précise. Le modeéle de Hill était, malgut, le modéle qui correspondait le mieux pour
tous les adsorbants. Un mélange d’adsorbants peut@visagé comme un mélange spores/parois de
levure pour une efficacité optimale. La présencs sigores dans ce mélange pourrait palier au
manque d’efficacité d’adsorption de I'OTA a pH ac&lr les parois de levure.
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Chapitre 2 Caractérisation de lI'interaction
mycotoxines/spores

|  Analyse de la surface des spores

1.1 Observation microscopique de la surface des spo  res

Les spores, d'un diameétre d’environ 4 um, ont uneture extérieure tres repliée offrant une
surface de contact tres importante (cf Figure 49).

Figure 49 : Photographie de spores &. japonicus Mu541 inactivées a la chaleur, grossies au micragee a
balayage électronique (A. X7000, B. X50000).

1.2 Analyse chimique globale de la surface des spor es

La détermination globale des composés chimiquesigace des spores a été évaluée par une
analyse ESCA. L’aire des pics correspondant austréles des atomes d’oxygéne et d’azote a été
calculée et rapportée a l'aire totale des picsadbane (cf Tableau 37).

Tableau 37 : Ratio atomique des éléments trouvés i le spectre ESCA par rapport au carbone total.

Atomes Energie Ratio atomique par
rapport au C total

C 288,6 eV 1
O 532,2 eV 0,23
N 403,2 eV 0,1

Les composés de surface des spores possedent poolédule de carbone, 0,23 molécule
d’'oxygene et 0,1 molécule d'azote soit environ 7d&arbone, 17% d’azote et 8% d’oxygéne. Les
électrons provenant des molécules d’hydrogéne natamergie de liaison trop faible pour pouvoir
étre mesurée par cet appareil.

Le pic de carbone expérimental est ensuite décoenpoplusieurs pics correspondant a des
carbones présents dans différents types de groupemehimiques (cf Tableau 38). La
décomposition menant & une courbe la plus procksille de celle expérimentale a été retenue.

Ceci a également été effectué pour I'oxygéene (tldau 39). Pour I'azote, l'intensité du pic étant
plus faible, la décomposition du pic expérimentap&s secondaires a été plus délicate.
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Tableau 38 : Ratio atomique des différents carbongsar rapport au carbone.

Groupements Energie Ratio atomique
chimiques par rapport au C
total
C-C; GH 288 eV 0,48
C-N; CO-H; GO-C 289,3 eV 0,33
C=0 291,2 eV 0,15
-0-Gr0=0 292,6 eV 0,04
|
@)

Tableau 39 : Ratio atomique des différents oxygéngsr rapport au carbone.

Groupements Energie Ratio atomique
chimiques par rapport au C
total
OH-C 530,4 eV 0,12
0=C 532,2 eV 0,11

Une forte proportion de carbones liés a un autriearee ou a un hydrogene est observée.

L'interprétation du spectre ESCA peut permettraetitifier la composition moléculaire de
surface. Les principaux constituants de la paroisgderes de champignons sont des protéines,
glucanes et lipides (Lewis, 1991 ; Rosenberg, 19/é)atio atomique KC est directement lié a la
proportion de protéines a la surface des sporesrdteos GO/C et CN/C sont liés a la proportion
de protéines et glucanes. Enfin, les ratios atoesg@C/C et GH/C sont liés a la proportion de
protéines et lipides. Ainsi, il est possible, atpates ratios observes, de déterminer la propodies
différents constituants (protéines, lipides, pmés) de la paroi des spores a partir de la formule
chimique des différents constituants. Une tellerafpgn a été entreprise chez des spores de
Phanerochaete chrysosporiupar Gerinet al. (1993). Les compositions chimiques des constitiant
modeles considérées pour la déduction de la commosde la surface des spores &e
chrysosporiunsont présentées sur le Tableau 40.

Tableau 40 : Ratios atomiques pour les constituantsodeles de la surface des spores (extrait de Geehal, 1993).

Constituants C-(C,H)/C C-(O,N)/C Cc=0/C N/C Concentration
(mol/mol) (mol/mol) (mol/mol) (mol/mol) de carbone
(mol/g)
Glucanes (gH1c0s), 0,833 0,167 0,037
Lipides (CH), 1 0,071
Protéines (identifiées par Ia 0,4 0,32 0,28 0,27 0,042

composition moyenne de
protéines fongiques)

La proportion de carbone associée a chaque coastti(Ge: protéines, : glucanes et C
lipides) par rapport au carbone total est alorsrdd@née en résolvant 'Equation 3.
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Equation 3: Systéme de 3 équations déterminant la compositiazthimique de constituants modéles par rapport .
la composition moléculaire de surface établie jr 'ESCA (a partir de Gerin et al, 1993).

N gprife
C C
C=0_ yoarfr + 01675
C C C
Cc-C_ 04[C, +C,

x/ly correspond au ratio atomique de x sur a correspond au carbone contenu d a.

Le pourcentagenassiquede composés a la surface des spores est alorsgen prenant en

comptela composition en carbone de chaque constituanthladqderniere colonne (Tableau 40).
v

Figure 50: Composition de surface (% massique) estimée a garde |'analyse ESCA et selon le modele établi p.
Gerin et al, 1993. En gris sont représentés les lipides, elahc les glucanes et en rayé les protéine

47,7% desomposes de surface peuvent étre assimilés apiesdj 31,5% a des protéines
20,8% a des glucanes (cf Figla®. Les peptidoglycanes, la chitine @dcosamineet la mélanine,
composeés présents a la surface des sgne sont pas pris en compte dans ce modéle maisa:
l'interface de plusieurs familles.

1.3 Hydrophobicité de la surface des spores

Deux techniques ont été utilisées pour détermi’hydrophobicité de surface des spc
inactivées a la chaleur, le BATH test et la mesd'angle de contact. Concernant la prem
expérimentation, 96,4 % des spores mises en caanactune phase hexane se retrouvent dans
phase. Les spores sontnddbeaucoup plus attirées par la phase organigg@aula phase aqueu
La mesure de I'angle de contacinne quant a elle une valeur pour les spores 81 8f Figure
51), ce qui indique une surface trés peu mouillalalede 'eau. Dans les 2 cas, les résultats obt
montrent donc une tres grande hydrophobicité deseides spores (Tableau4l).

(om )

Figure 51: Angle de contact obtenu par une goutte’eau sur une surface remplie de spor.

Tableau 41 : Mesures dhydrophobicité de la surface des spores par BATH st et mesure ¢’angle de contact.

BATH Test Angle de contact
96,4% + 2,4% 135,6° + 7,6°
96,4% + 2,4% 135,6° + 7,6°
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Comparativement, les hydrophobicités de surface atbesorbants commerciaux utilisés dans le
Chapitre 1 sont présentées sur le Tableau 42. &eméwlithe a une surface hydrophile.

Tableau 42 : Hydrophobicité des adsorbants commeraux.

Adsorbants Angle de contact

Charbon activé 103,7° +5,8°
MTB-100 88,1°+9,1°
Zéolithe A <5°

1.4 Charge de surface des spores

La surface des spores inactivée&.daponicusMu541 a un potentiel zéta moyen a pH 2,5 de
-4,52 mV = 0,52 mV et de -13,57 mV % 0,31 mV a pHdb Figure 52). La surface est donc
faiblement chargée négativement a pH 2 et chargatwément a pH 6.
0 ! ! ; ! 1

Potentiel zéta (mV)

pH
Figure 52 : Potentiel zéta de la surface des sporpseur différents pH (tampon phosphate-citrate, 0,081).

Les spores ont subi difféerents traitements de sarfaomme I'ajout de SDS, ou d'urée, ou
d’acide chlorhydrique. Des mesures d’hydrophobiettée potentiel zéta ont ensuite été effectuées,
et I'efficacité d’adsorption vis-a-vis de la ZEAégalement été testée (cf Tableau 43).

Tableau 43 : Caractéristiques de surface des spor@sactivées a la chaleur, inactivées a I'acide chloyrique et
pour différents traitements de surface utilisés egfficacité d’adsorption associée.

Hydrophobicité Charge de surface
Traitements BATH Test Angle de contact Potenti¢h 26pH 2,5 Efficacité
d’adsorption
(ZEA)

Inactivées a la chaleur 96,4% = 2,4% 135,6°+7,6° -23mV+17mV 93% * 9%
+ SDS (1%) 99,8% + 0,1% 136,2°+1,7° -17,8 mV E WV 88% + 10%

+ Urée (8M) 99,8% +1,1% 136,2°+4,7° 0,8 mV + B ¥ 86% + 12%
Inactivées a I'HCI (2N) 30,4% + 12,3% 135,1°+3,1° 179mv+14mVv 83% + 18%

Les traitements appliqués ne modifient pas I'hgtabicité de surface, excepté le traitement
a I'acide qui diminue uniqguement la capacité desegpa migrer vers la phase organique. La charge
de surface est par contre différente en fonctios ddférents traitements subis. L'efficacité

d’adsorption des spores est similaire quelquelsdraitement.
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[ Discussion

Afin de mieux comprendre l'interaction ZEA/spords,surface des spores a été analysée
(aspect, composition chimique, hydrophobicité, ghade surface). Les conclusions de ces analyses
sont une forte hydrophobicité de surface, une caitipa de celle-ci riche en lipides et une charge
faiblement négative a pH acide ou l'adsorption lasplus importante. Toutes ces observations
suggerent une interaction spores/mycotoxines deureafrincipalement hydrophobe. Une
inactivation a la chaleur dans des conditions ghastiques (durée plus longue ou température plus
élevée) permet d’augmenter I'efficacité d’adsompti€ne destruction partielle de la surface des
spores modifie peut-étre la structure et permet meéleure accessibilité de la ZEA aux sites de
fixation. EI-Nezamiet al. (1998, 2002) et Niderkormt al. (2006) ont également montré une
meilleure efficacité de I'adsorption de la ZEA si@s bactéries lactiques par traitement des bastérie
a I'acide chlorhydrique (2N) ou a la chaleur (1imslde I'eau bouillante).

La forte hydrophobicité de la surface des sporégaement été montré par Dageteal.
(2008) sur des sporesAd’ fumigatus La proportion importante de mélanine a la surfdes spores
noires peut également étre impliquée dans le phénenicf Figure 53). En effet, chez les spores
d’A. nidulans la mélanine est retrouvée en aussi grande géagtie les protéines de surface
(Claverie-Martinet al, 1986, Pihett al, 2009). Il serait intéressant de tester I'effitdde spores
d’autres types de moisissures (non noires) pour spila mélanine a un effet sur I'efficacité
d’adsorption. Une comparaison de surfaces entresplees capables d’adsorber les mycotoxines et

des spores inefficaces aurait pu permettre de camdpe plus finement le phénomene.
M2

A

M ]
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Figure 53 : Structure chimique de la mélanine.

Les spores ont ensuite été soumises a differesitertrents de surface afin de modifier la
charge de celle-ci, et d’en voir I'influence swefficacité d’adsorption. Les traitements au SD$& et
'acide chlorhydrique modifient effectivement cetlearge de surface. Le SDS se fixe certainement
sur la surface des spores par sa chaine carboméééetie nouvelles charges négatives a la surface
des spores. Le traitement a l'acide protonne ldasaret la rend chargée positivement. C'est
d’ailleurs srement pour cela que I'hydrophobidés spores traitées a I'acide mesurée par le BATH
test est plus faible que celle mesurée par angleodeact car la présence de protons a la surface
permet une meilleure suspension des spores dapisake aqueuse. Ce changement de charge de
surface par traitement a I'acide chlorhydrique auSDS ne modifie pas de facon significative
I'efficacité d’adsorption de la ZEA sur les spor@isi, on peut penser que la charge de surface de
la spore ne joue pas un grand role dans le phérmdiadsorption. Ceci est également confirmé par
le profil de potentiel zéta qui n'est pas exactehwemrélé avec I'efficacité d’adsorption en fonctio
du pH. Le fait que la ZEA fixée sur les spores paiiétre désorbée par du méthanol (solvant plutét
apolaire) va également dans le sens d’interactigdsophobes.

Par contre, les charges des mycotoxines ont stemmeimpact étant donné l'influence du
pH observée sur l'adsorption entre la ZEA et lesrap, bien que les interactions entre les 2
partenaires ne semblent donc pas étre de natuirgu@nCeci peut étre confirmé par I'étude de
'adsorption des trois mycotoxines (ZEA, OTA et BBur des spores inactivéesAd’japonicus
Mu541 (cf Chapitre 1). En effet, ces 3 mycotoxines des caractéristiques différentes en fonction
des 2 pHs testés pouvant expliquer les différerttadsorption. Certaines propriétés physico-
chimiques des mycotoxines, comme leur polarité, $elubilité, ou leurs constantes de dissociation,
peuvent jouer un role prépondérant dans l'adsarptiout en étant dépendantes du pH (cf Figure
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54). Par exemple, la proportion de groupementsémportés par les mycotoxines varie en fonction

du pH, ce qui va modifier le caractére hydrophob® miolécules (cf Figure 55).
pKA1=3,5 (Zhou et Lai, 2004)

A. pKA,=7 (Xiaoet al, 1996)

. OH D CH, PKA; =7,62 (Lemkeet al, 1998)

I.. 3<pKAj,x6 (NTP report, 2001)

pKA,=9 (NTP report, 2001)

Figure 54 : Structures chimiques et pKa des 3 mycokines étudiées (A. OTA, B. ZEA, C. FB1), de l'uréet du
SDS.

pH 2,5 pHG6 pH7
OTA COOH/OH COQOH COO/O
ZEA OH OH O
FB1 COOH/NH* COO/NH3"

Figure 55 : Formes ioniques des groupements ionisiels de 'OTA, la ZEA et la FB1.
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A pH 6, les mycotoxines sont plus ionisées (ploigipes et moins hydrophobes) qu’'a pH 2,5,
et I'efficacité d’adsorption est plus faible. llmsblerait donc que l'interaction spores/mycotoxines
soit influencée par I'aspect hydrophobe des mydotasx De plus, a pH 6, la surface des spores est
plus chargée négativement qu’a pH 2,5. Il est ptessju’'un phénomene de répulsion s’ajoute a la
baisse d’hydrophobicité des molécules. En outr€Ba est la molécule la moins hydrophobe et elle
est tres faiblement adsorbée par les spores. D&reayénérale, I'ordre d’efficacité d’adsorptiorsde
mycotoxines a pH 2,5 et a pH 6 peut étre explicurégur état d’'ionisation. Par exemple, 'OTA est
la molécule la moins polaire et la plus adsorbgeia2,5 alors que la FB1 est la molécule la plus
polaire et la moins adsorbée. A pH 2,5 et a pHaSpEkct ionique de la ZEA n’est pas modifié et son
adsorption non plus. Par contre, I'aspect ionigei¢@TA varie du pH 2,5 au pH 6 et son adsorption
également.

Ce sont donc principalement des interactions hyavbps qui interviennent dans I'adsorption
des mycotoxines sur les spores. Ceci avait étéglgjgéré dans d’'autres cas de liaisons entre des
mycotoxines et d’autres adsorbants (zéolithe : Deket al, 2005 ; bactéries lactiques : EI-Nezami
et al, 2004, Haskaret al, 2001). L'ordre d’efficacité d’adsorption des mymxines observé pour
cette étude est le méme que pour I'adsorption desdchactéries lactiques (Niderkanhal, 2006).

Les mémes phénomeénes sont donc peut étre impliqués.

Le charbon activé et les parois de levure posseasgaiement des surfaces trés hydrophobes
Le phénoméne d’adsorption de I'OTA et de la ZEAumple@ charbon active, MTB-100 est sirement
egalement du a des interactions hydrophobes. et &f charbon activé peut étre composé jusqu’a
95% de composés hydrocarbonés a sa surface (Ddbretval, 2005) ce qui lui confére un
caractére trés hydrophobe. De plus, le greffaga damposé organique hydrophobe (ODMBA) sur
une zéolithe a permis de mettre en évidence litamae des interactions hydrophobes dans
'adsorption de la ZEA et de 'OTA (Dakaviet al, 2005). Des études effectuées sur d’autres types
d’adsorbants insistent sur I'importance des intivas hydrophobes dans I'adsorption de la ZEA.
Par exemple, Haskaret al. (2000) et EI-Nezamet al. (2004) ont testé différents traitements de
surface pour mieux comprendre linteraction entes thactéries lactiques et la ZEA. Les auteurs
suggerent la présence d’interactions hydrophobé&® ém ZEA et la surface des bactéries car un
traitement a l'urée, agent anti-hydrophobe, bai&féicacité d’adsorption. Des traitements a la
chaleur et a I'acide augmentent I'efficacité. L'loyppese formulée ici est une lyse des protéines par
I'acide laissant place a des groupements hydropghplos nombreux en surface.

En ce qui concerne les parois de levures, Yianmiget al. (2004) ont identifié les composés
impliqués dans I'adsorption de la ZEA sur les pauae levure comme étant deéglucanes. Or, la
surface des sporesAl’nigerest composée de 2 types de sucres complexesitiéserix : la chitine
et lesp-glucanes (Feofilovat al, 2006). Ainsi, le phénomene d’adsorption de la ZoAdes spores
d’Aspergillusde la section Nigri peut éventuellement faireveair aussi def-glucanes. D’autres
composeés sont sirement également impliqués datsotjation des mycotoxines sur les spores a
savoir les hydrophobines. Ces protéines hydrophsbas retrouvées a la surface des sporés d’
fumigatuspar exemple (Parist al, 2003) et semblent étre responsables de I'adsorples spores
sur des surfaces (Dagwt al, 2008). On peut donc imaginer que de telles middcpeuvent
eégalement étre impliquées dans l'adsorption avex rfeycotoxines grace a des interactions
hydrophobes. Il serait alors intéressant d’extraies hydrophobines et de tester leur efficacité
d’adsorption des mycotoxines. Une fois les compa$®da surface des spores impliqués dans
'adsorption déterminés, il serait nécessaire dedster séparément. Un nouveau produit adsorbant
contenant ces composés pourrait alors étre déweldms limites liées a I'utilisation de spores de
moisissures comme adsorbant (allergies, mauvaisgdnpour le consommateur) seraient ainsi
dépassees. Cependant, il est possible que ceteigag’adsorption soit perdue aprés extraction. En
effet, la structure poreuse des spores joue peaitdétrole sur I'adsorption.
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Chapitre 3 Mise en evidence de I'élimination de la
zéaralénone par des souchesgpergillusde la
section Nigri

|  Criblage de souches sur leur capacité a éliminer la
zéaralénone

Plusieurs isolats &spergilluset deStreptomycesnt été testés sur leur capacité a éliminer la
ZEA présente dans leur milieu de croissance (aconeentration de 50 pg/mL pour laspergillus
et de 10 pg/mL pour leStreptomyces durant une incubation de 7 jours sous agitagioa 28°C.
Les résultats obtenus sont présentés sur la Puure

La plupart des isolats sont capables d’éliminegB& du milieu de culture : 10 isolats sur 18
éliminent plus de 50% de la ZEA présente. Parmegeces dspergillus A. nigerélimine la ZEA
de maniere plus importante (entre 72% et 94% dightion de la ZEA en moyenne), puls
carbonarius(47% et 70% d’élimination de la ZEA en moyennegefin A. japonicus(21% a 34%
d’élimination de la ZEA en moyenne). Parmi les esgedeStreptomyces5 isolats sur 8 sont
capables d'éliminer la ZEA a plus de 92% en moyehaesouche dA. niger CA936 a été choisie
parmi les souches les plus efficaces pour la siéigeexpériences. En effet, un criblage préliminaire
faisait ressortir cette souche comme la plus eféica influencé ce choix. Nous avons choisi un
représentant de la famille deSspergillus de la section Nigri car aucun produit potentiel de
transformation n’'a été observé pour les espéceStidptomycesLe but du criblage présenté ici
n’était pas de comparer I'élimination des soucheeeeelles, mais d’évaluer la capcité d’élimination
de ces différentes souches. C’est pourquoi I'élation n'a pas été calculée par rapport a la
croissance du micro-organisme considéré.

Il Cinétiques d’élimination

Des cinétiques d’élimination de la ZEA ont été efifiées sur la soucheAl’ niger CA936.
Celle-ci est cultivée a 28°C sous agitation pendantmaximum 96h, dans du milieu de culture
contaminé par de la ZEA de 1 pg/mL. Les résultaterus sont présentés sur la Figure 57. Pour la
concentration de 1 pg/mL, un lissage de la courée &ffectué et la vitesse d’élimination (dérivée)
a été calculée (cf Figure 58. B).

Une élimination totale de la ZEA a été observéesgBh d’incubation (cf Figure 57) et la
vitesse d’élimination maximum est aux alentour24le d’'incubation.

Une cinétique plus poussée sur 12 jours a été m@ideigure 58). Au bout de 9 jours,
I'élimination de la ZEA n’est plus observée. Poomprendre le phénomene, nous nous sommes
focalisés sur la premiére phase de I'élimination.
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Figure 56 : Criblage de souches (Aspergillusde la section Nigri, B.Streptomycésen croissance sur leur capacité
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Figure 57 : Concentration en ZEA en fonction du terps d’incubation (A.) et cinétique d’élimination dela ZEA

(ug/mL) par lisolat d’ A. niger CA936 en croissance sur du milieu contaminé par dia ZEA & 1 pg/mL (-) et
vitesse d’élimination de la ZEA (+) (B.).
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Figure 58 : Cinétique d’élimination de la ZEA sur 12 jours par lisolat d’A. niger CA936 en croissance sur du
milieu contaminé par de la ZEA a 1 pg/mL.
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Il Essais de caractérisation de l'activité enzymatique
chez Iisolat A. niger CA936

1.1 Etudes préliminaires sur l'activité de dégrad  ation de la ZEA

[11.1.1 Localisation de I'’élimination de la ZEA

Les potentiels de dégradation de la ZEA par du thyoéen croissance, par des cellules
entiéres, par du milieu extracellulaire, ou pamndgcelium inactivé par la chaleur, ont été déterminé
en les mettant en présence de ZEA a une concemtrdd 1 pg/mL, et en dosant la ZEA résiduelle
apres 24h d’incubation a 28°C. La méthode desleslientieres consiste a incuber le mycélium avec
la ZEA dans un tampon phosphate-citrate a pH 6.nmy&élium conserve ainsi son activité
enzymatique mais ne croit pas. Ceci permet derdéter si I'élimination observée plus haut est due
au changement de milieu en relation avec la crotssales moisissures, ou a une réelle activité

enzymatique. Les résultats sont présentés darabledu 44.

Tableau 44 : Pourcentage d’élimination de la ZEA pales cellules entieéres, le milieu extracellulairele mycélium
inactivé a la chaleur et le mycélium en croissanaBA. niger CA936.

Cellules Milieu Mycélium = Mycélium
entieres extracellulaire inactivé en
par la croissance
chaleur
Entre 20% et 13% + 3% 84% + 10%
80% selon les
essals

Le milieu extracellulaire n'a pas la capacité dieéher la ZEA. Nous n’avons donc pas
affaire a une activité enzymatique extracellulaire.mycélium inactivé par la chaleur peut éliminer
en moyenne 13% de la ZEA présente. Ceci doit qooredre a la part de ZEA adsorbée sur le
mycélium, et donc non transformée. L’isolafdhigeren cellules entiéres est capable d’éliminer la
ZEA. L’activité d’élimination semble donc étre uaetivité enzymatique intracellulaire. Cependant,
le pourcentage d’élimination de la ZEA en cellidesiéres était tres variable selon les essais.

[11.1.2 Preuve d’'une activité enzymatique

111.1.2.1 Ajout de ZEA aprés élimination

Afin de prouver que nous n'avons pas affaire anefact, la souche CA936 a été incubée en
présence de ZEA durant 48h. Aprés élimination, ecoreentration de ZEA identique a celle initiale
(avant culture) a ensuite été ajoutée juste avaalyse. La quantité de ZEA dosée, dans ce cas, est
beaucoup plus forte que celle observée aprés sioyiiere dans un milieu contaminé par la ZEA
(sans ajout postérieur). C’est donc bien la croissales moisissures qui provoque I'élimination de
la ZEA (et non pas un artefact de dosage di a lifioation de la composition du milieu aprés
croissance des moisissures).

[11.1.2.2 Essai d’élimination avec mycélium inactivé

Des essais d’élimination de la ZEA ont été effestagec du myceélium inactivé a la chaleur.
Aucune élimination n’est observée. Cette derniééeensite donc une activité métabolique du
myceélium.
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[11.1.2.3 Extraction méthanolique du mycélium aprés éliminaton

Afin de déterminer si la ZEA n’est pas piégée mamycélium en croissance, la souche
CA936 a été incubée pendant 24h a 28°C en préscEA. Du méthanol est ensuite ajouté
comme a I'habitude, et le mycélium est séparé diemiLa ZEA résiduelle est alors dosée dans le
filtrat (eau + méthanol). Le mycélium seul est et@sextrait une deuxiéme fois avec du méthanol
sous agitation violente avec des billes. La ZEAZesbuveau dosée dans cet extrait : 72% de la ZEA
présente au départ n’est retrouvée ni dans latfifir dans I'extrait obtenu apres agitation viodent
L’extraction méthanolique du mycélium seul ne pdrmpetiquement pas de récupérer la ZEA
eliminée (seul 2% de la ZEA est récupérée par estiection). La ZEA est donc bien transformée,
et non pas piégée par le mycélium.

lll.2  Tests de transformation de la ZEA par des fra  ctions purifiées

Nous avons tenté de purifier de facon sommairdiVié& enzymatique impliquée, en testant
la transformation de la ZEA par de l'extrait braty par fractions protéiqgues obtenues aprés
précipitation au sulfate d’ammonium.

[11.2.1 Essai de transformation de la ZEA par I'extrait br  ut

Un broyeur a bille de type Dangoumeau a permistdidbun extrait brut a partir de 10g de
mycélium. Les échantillons préalablement congebissd’azote liquide ont été broyés a -196 °C
dans de l'azote liquide et resuspendu dans du tangiwmsphate-citrate pH 6 avec du 1,4-
Dithiothreitol (DTT) comme anti-oxydant. Trois temple broyage ont été testés (1 min, 2 min, 3
min). La quantité totale de protéines obtenuegalésée par la technique de Bradford. Les résultats
sont présentés dans le Tableau 45.

Tableau 45 : Concentration en protéines intracellidires et élimination de la ZEA par I'extrait brut en fonction de
3 temps de broyage.

Temps de [protéines]  Elimination

broyage mg/g de de la ZEA en
(min) biomasse 24h (%)
1 18,4 +5,1 38% + 11%
2 12,7 +3,5 24% + 9%
3 9,5+3,1 14% + 7%

Pour tous les temps d’incubation, I'élimination ldeZEA par I'extrait brut est faible. Le
rendement d’extraction, tant protéique qu’enzymagjgsemble étre le meilleur pour la durée de 1
minute. C’est ce temps qui sera retenu pour l& suit

[11.2.1.1 Optimisation du tampon d’extraction

Pour essayer d’observer une activité¢ de transfoomade la ZEA plus importante dans
'extrait brut, différents tampons d’extraction osté testés. Afin de protéger les enzymes
intracellulaires, nous avons ajouté au tampon pietspcitrate (0,05M), du glycérol (10%), du NacCl
(0,1M), un anti-oxydant le DTT (0,5 mM), un cocktaiommercial anti-protéases. Des ions
meétalliques ont aussi été ajoutés dans certaiaésess tant qu’éventuels cofacteurs (MgGD3M ;
ZnCl, 0,01M ; FeS®@10 mg/L ; CuS®5 mg/L, ATP 5 mM ; NADP 5 mM). L’activité enzymagtie
a été mesurée a deux temps d’incubation : 17h let Pds essais effectués sont présentés sur le
Tableau 46.
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Tableau 46 : Différents essais effectués pour essayl’optimiser le tampon d’extraction du milieu intracellulaire*.

Essai n°

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
s | | | | | [ | [ ] | | |
de base
T°C
incubation
Tampon
phosphate-|
citrate
0,05M
Cryo-
protecteur
Glycérol
10%
NaCl 0,1M
Anti-
oxydant
DTT 0,5
mM
Anti-
protéase
Cocktall
anti-
protéase
(SIGMA)
Co-
facteurs
éventuels
MgClZ
0,03M
ZnCIZ
0,01M
FeSQ 10
mg/L
CusSQ 5
mg/L
ATP 5
mM
NADP 5
mM
*Les cases en grisé correspondent a la présenamdgmsés dans les différents essais.

Parmi ces 12 essais, aucun n'a permis d’augmeatgivité de dégradation de la ZEA par
rapport au tampon d’extraction phosphate-citrateSpbtandard. La faible activité de dégradation
dans l'extrait brut ne semble donc pas due a lltsed’'un de ces composés dans le tampon
d’extraction.

[11.2.2 Essais de transformation de la ZEA par des fractio  ns
protéiques intracellulaires
Nous avons donc décidé d’essayer de concentréivitéoenzymatique pour espérer observer
une élimination de la ZEA plus significative. Desadtions protéiques intracellulaires ont été
obtenues par précipitation fractionnée au sulfasndhonium de I'extrait brut. L'activité totale
d’élimination de la ZEA et les concentrations ewtfines ont été comparées pour chacune des
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fractions (cf Figure 59). L'activité spécifique a@baque fraction a également été déterminée (cf
Tableau 47).

0,450 1200
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Activité totale (umol de ZEA éliminée/L)

EB c40%c60%c80%s80%
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Figure 59 : Activité totale (umol de ZEA éliminée/l) (histogramme bleu) et concentration en protéinegg/L) (ligne
rouge) dans les différentes fractions étudiées. Lémctions protéiques ont été obtenues aprés fracthnement au
sulfate d’ammonium (0-40%-60%-80%).

Tableau 47 : Activité spécifique (umol de ZEA élimiée/g de protéines) obtenue pour différentes fractns
protéiques intracellulaires.

Fractions Activité
protéiques spécifique

étudiées (umol de ZEA
éliminée/g de

protéines)
Extrait brut 0+1,1.10
0-40% 1,410 +1,1.10°
40%-60% 6,4.10+5,9.10°
60%-80% 5,5.18 +2,1.10°

Surnageant 80%  4,1.10+ 3,3.1(0°

L’activité des fractions protéiques intracellulaireemble étre plus importante que l'activité
de I'extrait brut. Cependant, cette activité d’éhation de la ZEA demeure faible (de I'ordre de 0,3
pmol de ZEA/L) quelques que soient les fractiongliées. Il n'y a pas eu réellement concentration
des protéines lors de la précipitation et les #@éBvspécifiques (umol de ZEA éliminée/g de
protéines) sont équivalentes pour les 3 fractiongémues 0-40%, 40%-60% et 60%-80%. Pour le
surnageant, le peu de protéines dosées entrainactiniéé spécifique importante, modérée par une
activité volumique tres faible. Ces essais de ivacement des protéines intracellulaires ne sosit pa
concluants.

1.3 Essais de transformation de la ZEA par du myc  élium en croissance sur du

milieu minéral

Un essai a été effectué pour déterminer si la sod#h nigerCA936 est capable d'utiliser la
ZEA comme seule source de carbone. Le milieu étdéist un milieu synthétique optimisé pour la
croissance deA. nigeren enlevant la source de carbone (glucose) paeniplacer par 200 pg/mL
de ZEA. Ce milieu contient les éléments minérauwasus : NHNO3z;, K,HPO,, KCI, MgSQ,,
Na&B4O7, (NHz)eM07024, FeSQ, CuSQ, MnSQ, ZnSQ. Le milieu a été inoculé par 0,1g de
biomasse humide agée de 24h dans 1 mL de miliewcebés pendant 1 a 7 jours. Apres ajout de
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méthanol, a chaque prélevement, la ZEA résidueligéadosée par HPLC et le spectre UV du
mélange a été effectué.

Aucune transformation de la ZEA au bout de 6 jalitscubation en milieu minéral n'a été
observée. Ceci a été confirmé par les spectres hte€nas et présentés sur la Figure 60: ils ne
permettent pas de voir apparaitre des pics d’abscsbautre que ceux de la ZEA.
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Figure 60: Spectre UV des cultures de l'isola@. niger CA936 en milieu minéral

IV Discussion

Seize isolats parmi les dix-huit test@ssgergillus spet Streptomyces gpont la capacité
d’éliminer la ZEA. Cette élimination est bien umartsformation étant donné qu’une extraction
drastigue du mycélium ne permet pas de retrouveZHA initialement présente, donc pas de
piégeage, et que le mycelium inactivé perd cetmcé. Les genre8spergilluset Streptomyces
sont connus pour posséder de fortes capacités otigiads (Bodieet al, 1994; Horinouchet al,
2007), et ce n’est donc pas surprenant que la itéajbes isolats testés soient capables d’élimimer |
ZEA. Les Aspergillusde la section Nigri ont été spécifiguement chomisir le criblage car les
spores de certaines de ces espéces sont capadllesmégt d'adsorber la ZEA et 'OTA. Nous nous
sommes donc demandés s’ils étaiet également capdbdleansformer la ZEA.

Le mycélium inactivé par la chaleur peut éliminer moyenne 13% de la ZEA présente.
C’est la part de ZEA adsorbée sur le mycélium et mansformée. L’isolat &. nigeren cellules
entieres est capable d'éliminer la ZEA. L'actividélimination semble donc étre une activité
enzymatique intracellulaire. Cependant, I'éliminatide la ZEA en cellules entiéres était trés
variable selon les essais. Des essais ont étéwedepour une concentration en ZEA de 50 pg/mL
mais aucun produit de transformation n’a été oliseontrairement au myceélium en croissance.
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L’élimination de la ZEA n’apparait qu'a partir d\@non 10h d’incubation. Au contraire,
pendant les dipremieres heures d’incubation, la concentratioZleA a tendance a augmenter. On
peut supposer gu’une partie de la ZEA est ads@beétes spores et pendant I'étape de germination
des spores, la ZEA est relarguée d’ou une augnmemidé la concentration en ZEA dans la premiere
partie de la cinétique. En effet, les spores pdrdleur caractére hydrophobe aprés germination
(Dagueet al, 2008). Il ne peut donc plus y avoir adsorptioleeIEA adsorbée est relarguée dans le
milieu. Atoui et al. (2007) ont également montré le méme phénoméne descspores &.
carbonarius et 'OTA. L'OTA, fixée sur les spores, est relarguélans le milieu lors de la
germination. Dans notre cas, le mycélium transfoemsuite la ZEA jusqu’a 8 jours d'incubation. A
partir du 9™ jour, I'élimination de la ZEA diminue. La transfoation de la ZEA est peut-étre
réversible. Peut-étre y a-t-il hydrolyse de la Z&#ifate du au changement de pH du milieu au cours
du temps. Pour le savaoir, il aurait été intéresdannesurer le pH au cours du temps. Par la sfite (
Chapitre 4), nous avons démontré que la transfiomahenait a une ZEA-sulfate. Il est alors
possible que la souche se retrouve en limitatiorsulestrat et effectue la réaction inverse pour
récupérer le groupement sulfate. Le génome d’unehedA. nigerde référence (CBS 513.88) a
d’ailleurs été séquencé (Pel al, 2007). En effectuant une recherche sur Uniprot, geéne
correspond a une aryl-sulfotransférase et quatnesyeorrespondent a des phénols sulfatases (EC
3.1.6.1) ont été mis en évidence. Il est donc lebgue la souche étudiée ait le méme bagage
génétique et soit capable d’effectuer la réactesufo-conjugaison et la réaction inverse.

L’élimination de la ZEA par I'isolat CA936 en cellias entieres était tres variable selon les
essais. Il a donc été trés difficile d’évaluerransformation dans ces conditions. La transformatio
par I'extrait brut et les fractions protéiques pas été réellement prouvée. Cependant, a ce stade d
I'étude, nous ne savions pas a quelle transformataus avions affaire. Il est donc possible que le
milieu réactionnel lors des tests d'activité n'pss été bien optimisé. En effet, par la suite, nous
avons montré que la transformation de la ZEA medaitne sulfo-conjugaison. Pour cette
transformation, du sulfate activé par de 'ATP m&tessaire. |l aurait donc été intéressant desterte
comme substrat dans les tests d’activité. Pour éenemt, la transformation de la ZEA n’est
significative que quand la souche est en croissa@test donc sdrement une métabolisation
complexe de la ZEA qui est impliquée comme pountlss études précedentes (Molmdral,
2004 ; Schatzmayet al, 2008). Cependant, il semble difficile d'imagirgéincorporer a I'aliment
une souche vivante A nigercomme probiotique. En effet, il a été récemmemibdeert que des
souches dA. nigerétaient capables de produire de la FB2 (Frisataal, 2007). Nous avons Vérifié
'absence de cette molécule dans le milieu de mulaprés incubation de la souché.dhiger
choisie. Méme si la souche étudiée n’est ni pratectd’OTA dans les conditions testées par
Bejaouiet al. (2005) ni de FB2, il ne sera pas possible d’inocepdirectement la soucheAd’niger
dans l'alimentation. Il faudra donc réussir a d@éieer les enzymes impliquées et les purifier afin
d’espérer pouvoir utilisé ce procéde tel quel damdustrie.

Le plus important, a ce niveau de I'étude, estadditifier les produits de transformation et
leur toxicite.
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Chapitre 4 Caractérisation du produit de
transformation de la zéaralénone par des souches
d’Aspergillusde la section Nigri

|  Détection d’un produit de transformation

Pour essayer de détecter un produit de transfasmdg la ZEA, des cinétiques d’élimination
ont été effectuées avec des concentrations irstiaie ZEA croissantes (de 5 a 150 pg/mL). Les
résultats sont présentés sur la Figure 61. Ceté &ffectué avec les souchesbergillusde la
section Nigri et d’actinomycetes. Cependant, pag $ouches d’actinomycétes, a partir d’'une
concentration de 10 pg/mL, aucune élimination deéHA n’était observée. Nous nous sommes donc

focalisés sur la soucheAl nigerCA936, sélectionnée a partir des résultats du @teali
120

100

Concentration en ZEA (ug/mL)

Temps d'incubation (h)

Figure 61 : Concentration de la ZEA a différents tenps d’incubation de la souche dA. niger CA936 en croissance
sur du milieu contaminé par de la ZEA des concentrions de 5 pg/mL (—©— ), 10 pg/mL — & ), 50
pg/mL ( A ), 100 pug/mL ( — < ) et 150 pg/mL | & ).

Pour chaque concentration testée, la ZEA a étéirédam Pour des concentrations de ZEA
initiales de 5 et 10 pug/mL, I'élimination totale BeZEA est observée aprés 48h d’incubation. Pour
des concentrations de ZEA initiales de 50, 10056t | 1g/mL, I'élimination maximale de ZEA a été
observée aprés 100h d’incubation avec respective®Tén, 72% et 88% d’élimination de la ZEA.

Pour les concentrations initiales en ZEA supérieoreégales a 50 pg/mL, pendant que l'aire
du pic de ZEA diminue (30,2 min), un pic HPLC agpara 11 minutes (cf Figure 62A.). Le
conjugué est plus polaire que la ZEA. Son aire amgmavec le temps d’incubation de la souche
d’A. niger CA936 et avec la concentration initiale en ZEAnS&pectre UV (cf Figure 62B.) est
similaire a celui de la ZEA (cf Figure 62C.) avatdécalage des maxima d’absorption. En effet, les
absorptions maximales sont observées a 236 nmdati@pour la ZEA alors qu’elles sont observées
a 228 nm et 260 nm dans le produit inconnu. LetspétV du conjugué de la ZEA laisse supposer
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la présence d’'ugroupement sulfate dans la récule.En effet, un décalage de valeurs maxim
d’absorptionpeut étre attribué a la prése des électrons dh groupement sulfateBarron et al,
1988).

A.

S00007 sotas_poATA (3) RT [min)]

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
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Figure 62: Exemple de chromatogramme HPLC (Fluo: Aex=275 nm; Aem=450 nm (A) et spectres UV
correspondant au produit détecté, la ZEA-sulfate (trait noir) et ZEA (trait gris) (B) obtenue a partir de
l'incubation de la souche dA. niger CA936 en croissance sur du milieu contaminé par 1503/mL de ZEA.

I Détermination de la structure chi  mique du produit

[1.L1.1 Identification du produit de transformation

1.L1.1.1 Analyse en HPLC/MS" du mélange

Pour identifier le produit de transformation d&ZA, le mélinge incubé pendant 48h avec
souche CA936 dans un milieu contaminé par 50 pgdalZEA a été analysé en HPLC/" en
mode dionisation négatif et positif. Les chromatogrammnebsenus dans les deux conditions ¢
présentés sur la Figure .@3 courant ionique total (TIC) puis le coura’ions extraits choisis (EIC
ont été mesurés. Poumtquisition en mode TIC, le pic a 11 minutes eshlietrouvé en moc
d’ionisation positif et négatif. Pour une acquisitem EIC, le pic de la ZEA est observé (mass
317 en mode dnisation négatif) ainsi que celui du produit (segle 397 en modeionisation
négatif et 416 en modeidhisation positif). Le produit deransformation de la ZEA a une ma
plus importante que la ZEA ell@éme. Il ‘agit donc probablement dih conjugué de ZE#£
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Figure 63 : Exemples de chromatogrammes obtenus p&PLC/MS" dans différentes conditions d’ionisation.

[1.1.1.2 Hydrolyse enzymatique du produit de transformation

Pour déterminer si le produit de transformationuestjlucuro-conjugué ou un sulfo-conjugué
(produits couremment encontrés), celui-ci a étéfipuet ensuite hydrolysé par un mélange de
sulfatase et de glucuronidase. L’action de cesrarzypermet d’'observer une augmentation du pic
HPLC correspondant a la ZEA alors que le pic dudpitodiminue. Le produit de transformation de
la ZEA est donc bien un conjugué glycosilé ou sélfa

[1.L1.2 Deétermination de la structure chimique du produit

Pour déterminer la structure chimique détailléecdajugué, celui-ci a été purifié puis sa
masse exacte a été révélée par LC/MS/MS grace pereippermettant une détection de la masse
tres précise (ESI-LTQ-Orbitrap). Deux signaux megeant été détectés a m/z 317,139 et m/z
397,096 qui correspondent respectivement a la ZEAson conjugué (cf Figure 64). La différence
de masse obtenue entre la ZEA et son conjuguéee3O®57. C'est exactement la masse d'un
groupement sulfate.
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Figure 64 : Spectre de masse du conjugué de la ZEA

Une observation du massif isotopique du conjugeélad ZEA a permis de confimer la
formule brute du composé 18E1,108S. Le conjugué produit par l'isolatAl’ niger CA936 est donc
de la ZEA-sulfate (cf Figure 65). Deux possibiligddstent pour le positionnement du groupement
sulfate, et seule une analyse RMN nous permettd@tigminer la bonne structure.

F\’|2

O O CH,

O
%
R1—0O @]
R1:SQ etR2:HouR1:HetR2: 30

Figure 65 : Structure chimique de la ZEA-sulfate.

Il Efficacité de la transformation

.1  Transformation de la ZEA en ZEA-sulfate par A . niger CA936

Considérant la masse obtenue par analyse de mease,esoit 397,096, la concentration
molaire de la ZEA-sulfate produite a été comparée @ncentration molaire de la ZEA (cf Figure
66). Cela a pu étre effectué en émettant I'hypattose la ZEA-sulfate avait le méme coefficient
d’absorption en fluorimétrie que la ZEA. On obseque la ZEA est éliminée de fagon concomitante
a l'apparition de la ZEA-sulfate. A partir de 2dincubation, la concentration en ZEA commence a
diminuer alors que la ZEA-sulfate commence a aipar Aprés 96h d’incubation, environ 100 uM
de ZEA est éliminée alors que 51,5 uM de ZEA-salfst formée, soit 51,5% de transformation du
substrat en ce produit.
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Figure 66 : Transformation de la ZEA ©) en ZEA-sulite @) par lisolat A. niger CA936 en croissance sur du
milieu contaminé par 50 pg/mL de ZEA (soit 150 uM)

1.2 Transformation de la ZEA en ZEA-sulfate par d  ’autres isolats

La production de ZEA-sulfate a partir de ZEA a étéadiée pour les différentes souches
(Streptomyces st Aspergillus sp. utilisées pour le criblage (cf Chapitre 3). L&sgnce de ZEA-
sulfate a été déterminée par analyse HPLC couplée @étecteur fluorimétrique (Fluo) et le cas
échéant confirmée par LC/MS. Aucune des espec&rdptomycegs’est capable de transformer la
ZEA en ZEA-sulfate. Par contre, parmi lespergillus les isolats dA. nigersont plus efficaces que
les autres espéces pour effectuer cette transfamafisolat le plus efficaceA. niger GX312, est
capable de produire en moyenne 15,6 ug/ mL de Zifate aprés 7 jours d’incubation dans un
milieu contaminé par 50 pg/mL de ZEA.

e A T L L L L R L A N A A O

15

10 4

Concentration en ZEA-sulfate produite (ug/mL)

o
(" MuX44

O o4 & I ©
N ™ O g G d o

v A v N ~ _
A.niger A.carbonarius A japonicus Streptomyces sp.

Figure 67 : Production de ZEA-sulfate a partir de ZEA (50 pug/mL) par différents isolats dAspergillus aprés
croissance pendant 7 jours a 28°C sous agitation.
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IV Détermination de la toxicité de la ZEA-sulfate

IV.1 Mise au point du test de prolifération

Un test de prolifération a été effectué sur ldtules cancéreuses MCF-7 (passage 156 et
157) sur plague 96 puits. Les cellules ont étéhaes a 37°C et en présence de 5% depe@dant
24h afin qu’elles s’attachent au support. Le mikeété changé par du milieu contenant 5% de sérum
de veau fétal traité au charbon pour qu’il ne amie pas d’hormone oestrogénique. Nous avons
ensuite ajouté les molécules oestrogéniques a {&&d, B-estradiol) puis laissé incuber pendant 4,
5 et 6 jours. Différentes concentrations en composg étée testées (cf Figure 68).

Les indices de prolifération ont été calculés.réprésentent les ratios entre I'absorbance
obtenue en présence du composé ajouté et I'absmmrtshntémoin négatif (cellules seules). Plus le
composé est oestrogénique, plus l'indice de pralifén sera important. Un indice de prolifération
€gal a 1 représente une croissance normale detesell’estradiol est ici le composé témoin pour la
prolifération des cellules. Les indices de proltésn sont compris entre 1,3 et 2,1 pour la ZEA et
entre 1,6 et 2,6 pour I'estradiol, selon le temjpscdbation et la concentration étudiée. Pour liéesu
des expérimentations, la durée d’'incubation ddsleslavec les composés a tester a été choisie de 5
jours (temps correspondant aux indices de protiffmanaximum de I'estradiol).

A. B.

3 ‘ 3

Indice de prolifération
Indice de prolifération

1nM 10 nM 100 nM 1puM 1nM 10 nM 100 nM 1uM
Concentration en ZEA (M) Concentration en estradiol (M)

Figure 68 : Prolifération des cellules MCF-7 en préence de ZEA (A.) et d'estradiol (B.) a différentes
concentrations (10°M & 10°M) pendant 4 O), 5 ) ou 6 jours 4 ).

IV.2 Prolifération en présence de ZEA-sulfate

Les surnageants de cultureAd’niger CA936, cultivé en présence de 50 pug/mL de ZEA
pendant 0 a 96h, ont ensuite été testés pour domneur capacité a faire proliférer les cellules
MCF-7 (cf Figure 69). Des dilutions préalables été effectuées pour se retrouver dans la gamme
de prolifération voulue.
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Figure 69 : Indices de prolifération des celluleMCF-7 en présence de surnageants de culture de bisit d’A.
niger CA936 incubé avec 50 pg/mL de ZEA a différents teps d'incubation a savoir t (), 6h (& ), 17 (O ),
24h (X), 30h (/), 48h (\), 72h (=), 96h[] ) awiilutions 10 000 et 100 000.

Pour les 2 dilutions utilisées, plus le temps dlipation augmente, plus les indices de
prolifération diminuent, donc la cultureAl’ nigerCA936 en présence de ZEA permet de diminuer la
toxicité globale du mélange, et il n’'y a donc p&dfdt toxique synergique entre la ZEA et la ZEA-
sulfate.

La toxicité de la ZEA-sulfate seule a ensuitecegparée a la toxicité de la ZEA (cf Figure
70).

2,2

Indice de prolifération

1pM 10pM 100pM 1nM 10nM 100nM 1pM

Concentrations

Figure 70 : Indices de prolifération des cellules MF-7 en présence de ZEAL] ) et de zEA-sulfatdll ) a
différentes concentrations (de 1 pM a 1 uM).

A partir de concentrations en ZEA et ZEA-sulfateldnM, une prolifération significative des
cellules MCF-7 est observée. Celle-ci est toujonoindre dans le cas de la ZEA-sulfate par rapport
ala ZEA. Le conjugué est donc moins toxique.
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V Discussion

Dans cette étude, nous avons montré que certatesisdAspergillusde la section Nigri
sont capables de transformer la ZEA en ZEA-sulfatedétermination de la structure du conjugué
s’est effectuée en plusieurs étapes. D’abord, Issmaxacte du composé a été déterminée et il s’est
avéré qu’elle était plus importante que celle déBA (resp. 397,096 et 317,139). La transformation
observée n’est donc pas une hydrolyse de la ZEAnwnpour d'autres microorganismes
(Takahashi-Andet al, 2002) mais bien une conjugaison.

Le mycelium de certaines de ces espéces testéégadsiment capable de transformer 'OTA
en OTa (Bejaouiet al, 2005). Par exemple, la souche en croissantenijerMuX44 peut éliminer
80% de 'OTA a 2 ug/mL.

Pour mieux caractériser la réaction de transfomaiinpliquée, la concentration molaire de
la ZEA éliminée a été comparée a la concentratiotaine en ZEA-sulfate produite. Un peu moins
de 50% de la quantité molaire n’est pas quantifé@eirtant, aucun autre produit connu tels quet’
la B-zearalenol n'ont été observés. La quantificatierladlZEA-sulfate a été effectuée en partant de
'hypothése que la ZEA et la ZEA-sulfate ont le neécoefficient d’absorption en fluorimétrie.
Cependant, il est possible que dans les conditlendétection de la ZEA€x =275 nm Aem =450
nm), la quantité de ZEA-sulfate soit sous-estint&e effet, nous avons estimé une réponse 1,7 fois
moins importante de la ZEA-sulfate par rapport ZHA.

Seules 2 études précédentes ont mis en évidenogredamicroorganismes capables de
transformer la ZEA en ZEA-sulfat®. arrhizustransforme 26% de la ZEA initialement présente en
ZEA-4-sulfate et 18% en-zéaralénol (EI Sharkawgt al., 1991). Certaines especes Eeasarium
sont quant a elles des espéces productrices deeZHA ZEA-sulfate. Par exemple, a partir de riz
comme substrag. graminearunproduit 2400 nmol par g de riz de ZEA pour 570 hpar g de riz
de ZEA-sulfate (Plasencia et Mirocha, 1991). Onpeat donc pas parler de transformation de la
ZEA mais de la production d'un nouveau métabolide pne souche toxinogene. Mirocka al.
(1981) ont eux montré la présence de ZEA-sulfates dbes urines de bovins. Les bovins semblent
donc avoir la capacité de sulfoner la ZEA.

D’autres composés, essentiellement des composéslgjes, peuvent étre sulfonés par une
variété d’organismes comme des moisissures, dewaoicetes, des rongeurs, des mammiferes et
des humains (Cernigliat al, 1982; Ibrahim et Abul-Hajj, 1989; Falamy al, 1995; Rikke et Roy,
1996; Nagata et Yamazoe, 2000; Blanchetrél, 2004). La sulfo-conjugaison chez les mammiferes
est connue pour étre une voie classique de détmdicat d’excrétion de xénobiotiques et
particulierement de stéroides (Luu-Téteal, 1996). Cette transformation entraine une augrtienta
de la polarité des molécules et permet une medlewcrétion par les reins et la bile (Gamagal,
2006). Dans le métabolisme des xénobiotiques, (eétaont nécessaires dans la sulfo-conjugaison
(Falanyet al, 1997) et 'une d’entre elles correspond a I'aatiion du sulfate par 'ATP (Robbins et
Lippman, 1956). Pourtant, aucune activité de sotfojugaison n'a été détectée pour I'extrait brut
dans un tampon d’extraction contenant de 'ATP ext wns sulfates. Il serait intéressant de tester
l'activité de I'extrait brut de l'isolaf\. nigerCA936 en présence de PAPS (sulfate activé par)AT

La ZEA et la 17B-estradiol ont des conformations similaires etZesolécules peuvent étre
sulfonées. L’estradiol sulfotransférase catalysécéiguement la sulfo-conjugaison de la (-7-
estradiol en position 3'-OH (Falaret al, 1997).Les 2 études sur la ZEA-sulfate (El Sharkaaty
al., 1991 ; Plasencia et Mirocha, 1991) montrent qusulfo-conjugaison de la ZEA s’effectue en
position 4-OH du cycle phénol. Il est probable tpienéme type d’activité enzymatique est impliqué
dans ces 2 transformations. Une analyse RMN deEla-3ulfate formée par la souche niger
CA936 est la seule solution pour determiner la positiorgcbupement sulfate sur la ZEA. Les aryl-
sulfotransférases (EC 2.8.2.1), catalysant la idracte transfert de sulfate activé par I'ATP sur un
phénol, constituent un groupe d'enzymes trés reptés chez de nombreux micro et macro-
organismes. Nous avons comparé la séquence d'yhsulfotransférase &. niger avec celles
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d’autres organismes : Une grande homologie esbuede dans les séquences protéiques de
nombreuses especesAdpergillus Penicillium StreptomycesPichia et Mycobacterium Celles-ci
sont donc potentiellement capables de transforgeegent la ZEA en ZEA-sulfate.

L’oestrogénicité de la ZEA-sulfate a été évaluéel@aest de proliferation de cellules MCF-

7. Les valeurs de prolifération de la ZEA et destfadiol sont cohérentes avec des études de
prolifération précédentes (Minerviet al, 2005). L'incubation de la ZEA en présence deolasA.
niger CA936 permet de décroitre la toxicité du milieasRle synergie n'est donc observée par la
présence de ZEA et de ZEA-sulfate simultanémerdulis la toxicité de la ZEA-sulfate seule a été
testée. Une diminution significative de la proliton est observée, ce qui indique une baisse de la
toxicité lorsque la ZEA est transformée en ZEA-adf La ZEA est connue pour se fixer sur les
récepteurs oestrogéniques grace a sa conformadi@pitoche de Ig-estradiol (Gaumet al, 2001).
L’addition de sulfate sur la ZEA change ses caratigues (conformation, polarité), et empéche
srement ce conjugué de se fixer sur ces réceptegirgui évite ainsi la prolifération des cellules
MCF-7. Il aurait d’'ailleurs été intéressant de m&cela en dosant les oestrogenes produits par ces
cellules. Nous aurions ainsi pu mettre en évideqge la ZEA-sulfate ne se fixe pas sur les
récepteurs oestrogéniques des cellules MCF-7. Banfaimilaire, il a été montré que I'addition de
sulfate sur Ig3-estradiol lui empéche de se fixer sur les réegpteestrogéniques (Falaey al,
2002). Des études précédentes ont été memé&ag pour évaluer la toxicité de la ZEA-sulfate. Pour
se faire, des rates ont été nourries avec de laitwwa contaminée par de la ZEA et de la ZEA-
sulfate et le poids de leur utérus par rapporugapeids corporel a été mesuré (Plasencia et Mapch
1991). Le conjugué sulfaté entraine un plus fajptessissement de l'utérus de rate que la ZEA mais
conserve cependant une activité oestrogéniqueapgport au témaoin.

Le fait que les espéces &&reptomycesoient capables d’éliminer la ZEA sans produire de
ZEA-sulfate montre I'existence d’'autres métabolisnpessibles chez ces espéces. C’est srement
une voie a explorer également pour la suite de étide.

Ce travail peut mener a un moyen efficace de déavin de la ZEA dans l'alimentation
animale. Il serait important de déterminer les emzy impliquées dans la sulfo-conjugaison de la
ZEA et de les caractériser. La détermination dedhilité de la ZEA-sulfate dans le systéeme difjesti
sera une étape clé pour étre sOr que la ZEA nepseraielarguée. En effet, il est nécessaire que la
ZEA-sulfate résiste a une hydrolyse acide possihales I'estomac et aux hydrolyses enzymatiques
qui peuvent avoir lieu dans l'intestin pour ne pae relarguée avant absorption par I'animal.
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Conclusion générale

Durant ce travail, nous avons mis en évidence, dangremier temps, la capacité de spores
d’Aspergillusde la section Nigri a adsorber les mycotoxines (OZBA, FB1). Cette caractéristique
avait déja été observée sur 'OTA par Bejaeual. (2006). Nous avons élargi le champ d’étude a
plusieurs mycotoxines et essayer de comprendrphiésomenes impliqués. L’adsorption entre les
spores et les mycotoxines semble étre majoritainende a des interactions hydrophobes. La
comparaison entre l'efficacité d’adsorption de @uss mycotoxines, avec des propriétés physico-
chimiques différentes, a permis d’élucider en pace phénomene. Les composés impliqués dans
'adsorption n'ont pas encore été identifiés maie des hypothéses la plus probable est la présence
d’hydrophobines a la surface des spores, compesgemsables de I'adsorption des spores sur des
surfaces (Daguet al, 2008). L’adsorption par les spores est compétitdans certaines conditions,
par rapport a d’autres types adsorbants commerci@ependant, il semble délicat de proposer
comme moyen universel de décontamination d’un adtniigjout de spores. Si des études technico-
économiques poussées montrent un réel avantage gtecédé par rapport a d’autres déja existants,
il faudra s’assurer de la non présence de compimségues a la surface des spores et de leur
innocuité.

Dans un second temps, nous avons essayeé de trdagsemicroorganismes capables de
transformer la ZEA en composé non toxique. Poufage, plusieurs souchesAbpergillusde la
section Nigri et deStreptomyceslu laboratoire ont donc été testées. L'éliminatienla ZEA d’un
milieu contaminé a été observée pour différentegises. La transformation de la ZEA par des
souches dAspergillusde la section Nigri a été caractérisée comme éramisulfo-conjugaison. Pour
les souches d&treptomycesaucun produit de transformation n'a encore étérgéné. La toxicité
de la ZEA-sulfate a été ensuite évaluée au labioeapar test de prolifération cellulaire de lignée
cellulaire MCF-7. Nous avons donc montré que dalatis dA. niger, espéce largement utilisée dans
lindustrie agro-alimentaire pour sa grande variéfactivites métaboliques recherchées, sont
capables de greffer sur la ZEA un groupement sulfag changement de polarité et de conformation
de la molécule induit sGrement une incapacité tle-cea se fixer sur des récepteurs oestrogéniques
La sulfo-conjugaison de la ZEA permet donc de medwsia toxicité. Cette étude a permis de
déterminer la présence d’'une voie de détoxicat®madZEA chezA. niger Elle permet également
d’ouvrir une voie sur la possibilité d'utiliser desilforansférases comme additif alimentaire pour
deétoxifier la ZEA.
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Conclusion générale et Pespectives

Perspectives envisagées

Il serait intéressant, pour poursuivre la prempadie de cette étude, d’aller plus loin dans la
détermination de I'efficacité d’adsorption des g®0en mimant de maniere plus réelle un systeme
digestif comme cela a été fait pour d’autres adsub (Avantaggiattet al, 2003) et en utilisant de
la nourriture naturellement contaminée. Le tawbsgdaption des mycotoxines avec et sans adsorbant
pourra étre déterminé. Nous pourrions égalemertrméter I'efficacité d’'un mélange d’adsorbants
(par exemple parois de levure et spores), peut4éine efficace que I'ajout d’'un seul type
d’adsorbant. Des mycotoxines marquées pourraiealeggnt étre ingérées dans ce type de modéle
pour déterminer la stabilité du complexe sporesotopines. Nous pourrions ainsi suivre le trajet
des mycotoxines de I'absorption a I'excrétion avecsans adsorbant. Si dans ce type de modele,
'adsorption semble stable, des étudiesvivo seront ensuite nécessaires pour valider le procédé
proposé. La toxicité et l'efficacité des mycotoxangreffées sur les spores pourront ainsi étre
déterminées. Il faudra également s’assurer quedigdion est spécifique aux mycotoxines et que
des nutriments essentiels au bon fonctionnemehdmienal ne soient pas piégés. Pour aller plus loin
dans la compréhension et pour l'application, ilageégalement intéressant de déterminer les
composeés responsables de cette adsorption. LeSreditf composés de la surface des spores
pourraient par exemple étre extraits et leur effiéad’adsorption testée. L'addition d’'un composé
purifié, extrait de paroi de spores, pourrait agise utilisé comme adsorbant contre les mycotaxine
L’innocuité et I'efficacité des composés extraitgipaient alors étre déterminées. Il serait aletst p
étre possible de synthétiser les composés resgesspbur un codt moindre. Nous aurions ainsi
utilisé les propriétés intéressantes des sporAspérgillus pour élaborer un adsorbant pur, plus
facile a accepter pour une mise sur le marchéficafité de I'adsorbant pur devra étre prouvée et
comparée aux autres produits disponibles sur lemadar

Concernant la deuxieme partie de cette étude, baputde barriéres restent encore a franchir
pour une application industrielle future. La nomitité de la ZEA-sulfate ayant été suggéme
vitro, il faudrait maintenant s’assurer de la stabiti& cette moléculen vivo. En effet, aucun
relarguage de la ZEA ne doit étre observé pendanéuentuel passage dans le systeme digestif
comme cela a été observé pour le DON-glucosidetifier et al, 2009). Si la ZEA-sulfate est
stable, il pourrait alors étre envisagé de purifier enzymes responsables de cette transformation.
Celle-ci pourrait alors faire partie d’un cocktahzymatique ingéré par I'animal pour l'aider a
détoxifier la ZEA. Les souches étudiées ont égatermmeontrées leur capacité a transformer 'OTA
en OTo. Il serait donc intéressant d’isoler ces deuxvdaés enzymatiques pour une action double. Il
semble difficilement envisageable d'utiliser unede dA. nigeren tant que probiotique. En effet,
A. nigerest capable de produire de nombreux métabolitamdaires, qui pourraient poser probleme
chez I'animal. Une solution plus plausible serdihaure dans la ration alimentaire un cocktail
enzymatique dA. niger Pour ce faire, il faudra extraire les enzymesitdiiét, les purifier et les
caractériser. C'est ce que nous avons essayé e Ifaiis aucune activité n'a été observée de
maniere significative apres lyse des cellules.

Les deux méthodes d’élimination peuvent étre égatroouplées. En effet, il est possible de
transformer la ZEA en ZEA-sulfate puis de I'adsorbmalement grace a son groupement sulfate
ionisé.

Pour les deux méthodes d’élimination de la ZEA peges ici, de nombreuses avancées ont
été effectuées mais de nombreuses questions oleimégd été soulevées. Le passage de la phase
laboratoire a la phase validation doit encore étuelié. Il faudra également déterminer l'intérétrd’
tel procédé par rapport a d’autres déja présemtsesmarché (parois de levure en particulier) afin
d’en retirer un réel avantage concurrentiel.
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Adsorption of zearalenone by Aspergillus japonicusconidia: new trends for
biological ZON decontamination in animal feed

G. Jard, T. LiboZ, F. Mathied, A. Guyonvarc’hand A. Lebrihi
'ENSAT/INPT, Université de Toulouse: 1, av. de lohippole BP32607, Auzeville-Tolosane,

Castanet-Tolosan, 31326, FranctEVIALIS: Talhouét, BP 234, Vannes Cedex, 56006néaa
lebrihi@ensat.fr

ABSTRACT

Zearalenone (ZON) is an estrogenic mycotoxin preduby Fusarium sp on a wide variety of
grains. The presence of ZON impairs farm animalthg&ink-Gremmels and Malekinejad, 2007).
In this study, the ability to remove ZON Bygpergilliconidia was evaluated vitro. This mycotoxin
was successfully eliminated vitro by living and heat-treated conidia just after cialiinoculation
especially byA. japonicusMu541 (IMI389204) conidia. Consequently, componeintgolved in
adsorption are not affected by heat-treatmentuémite of pH on ZON removal was also determined.
Results have shown that ZON removal was of 53%HaP while 2% removal was observed at pH
11. Then, the adsorption capacity was evaluatedtro in porcine gastrointestinal tract conditions.
We observed that a better adsorption was done idicastomach conditions. Finally, the
phenomenon has been modeled using Hill's equalibis model fit well and confirmed a better
adsorption at acidic pHAspergilli section Nigri conidia were able to adsorb instaetausly ZON
especially in acidic conditions as in the stomathe use of heat-treated conidia could be very
interesting to decrease ZON amounts in animal fiédths now to be assessed directly on naturally
contaminated feed and on animals.

Keywords: zearalenone, adsorptioispergillus mycotoxins
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INTRODUCTION

Zearalenone (ZON) is a naturally occurring secopdaetabolite of Fusarium species, mainly
graminearum culmorum equiseti(Bottalico et al, 1989). ZON affects many agricultural products,
especially cereals, in all over the world. It causarmful effects on human and animal health
because of its highly toxic properties (estrogetecatogenic, genotoxic, immunotoxic) (Gauty
al., 2001). Due to its strong hyperestrogenic effe¢@N results in impaired fertility and stillbirths
in female animalgFink-Gremmels and Malekinejad, 2007). Despite tise of recommended
agricultural practices to avoid mold developmerd aonsequent mycotoxin production during crop
growth, harvesting and storage, contamination ofNZ€&lill occurs Recently, a survey was
performed to determine the occurrence of mycotokios diverse commodities and geographical
regions and it showed that, from all survey samptasre than 30% were positive for ZON
contamination (ZON more than 32 pg/kg) (Bindgral, 2007). To limit the amount of ZON in
animal feed, a maximal level between 0.1 mg/kg anahg/kg according to feed origin (corn or
others cereals) and target animals has been sethdyEuropean commission in 2006 (n°
2006/584/EC legislation n° 234).

Physical, chemical and biological methods were usedreduce the mycotoxin content of
contaminated raw materials (Kabak al, 2006), but few of these methods have practical
applications. An interesting strategy is to trap thycotoxin with binding agents to decrease its
bioavailability. These adsorbents can reduce thendental effect of mycotoxins by decreasing their
access to the target organs. Organic adsorbertsasumineral clays, bentonites or aluminosilicates
(Doll et al, 2004; Sabater-Vilaet al, 2007) as well as biologic adsorbents such ast yediswall
components especialB+D-glucans (Yiannikouriet al, 2004) or lactic acid bacter{fliderkorn et

al., 2006; Shetty and Jespersen, 208&)e successfully shown their capacity to bind ZGNme
commercial productBave been developed ¢ontain combination of both yeast cell wall extract
mineral clay. This mixture is incorporated direcihto pelleted feeds or fed directly to animals
(Howes and Newman, 1999). Diversification of deeomhation processes could permit the use of
different strategies for optimal mycotoxin remoedficiency. That is why it is important to enrich
available processes for efficient mycotoxin deconitetion.

The purpose of this work was to asseswitro the efficiency of ZON removal from laboratory
medium byAspergillus japonicugonidia. To better understand the removal mecharistween
conidia and ZON, modeling adsorption curves weabalated according to Hill's model. Finally,
efficiency of this process was assessed in simeglifjastrointestinal conditions.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and reagents

Zearalenone (ZON) was purchased from Sigma-Aldi(8hint Quentin Fallavier, France). All
components of Czapeck Yeast extract Agar (CYA) nm@adwere purchased from Fischer Scientific
Bioblock (lllkirch, France), except yeast extradtieh is from BD Difco (Le-Pont-de-Claix, France).
The phosphate-citrate buffer was prepared witfHR&®, from Fischer Scientific Bioblock (lllkirch,
France) and citric acid from Sigma-Aldrich (Saintéptin Fallavier, France). The borate buffer was
prepared with BEH; from ADL & Prochilab (Lormont, France). Grade HPIsGlvents (methanol,
acetonitrile) were purchased from Fischer ScienBiibblock (lllkirch, France).
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Strains

In this study, fiveAspergillussection Nigri strains, isolated from French grapBsjaouiet al,
2006), were used. These wereA3 japonicus(AX35, IMI389197; CA223, IMI389207; Mu541,
IMI389204) and 2A. niger(GX312, IMI388567; MuX44, IMI388565). Codes usex §trains were
determined thanks to grape varieties on which rdravere isolated (Syrah: A; Carignan: CA;
Muscat: Mu; Grenache: G), bunches number (from 10@r X) and isolate number. Isolates were
deposited in the collection of the CABI Biosciend@gkeham Lane, Egham referenced with IMI
accession number.

Preparation of conidia suspensions

Living conidia of Aspergillussection Nigri isolates were obtained from myceligrowth on CYA
medium, at 25°C after 10 days of incubation timeni@ia were suspended in distilled water and
conidial concentrations were evaluated by counting Thoma hematocymeter. Heat-treated conidia
were obtained by autoclaving conidia suspendedstiilldd water for 20 minutes at 120°C.

Adsorption study

The screening ofspergillussection Nigri isolates toward ZON removal capa@iys conducted in
1.5 mL Eppendorf tube containing 500 ul of 0.05 /nphosphate-citrate buffer (pH 6) and
artificially contaminated with ZON at 1 pg/ml. Eactedium was inoculated by conidial suspensions
to give a final concentration of 1@onidia/ml. Conidia were removed by filtrationdhgh 0.45 um
PVDF filter (Analypore), immediately following inotation and after 60 minutes of contact under
agitation (240 rpm) at room temperature.

Effect of conidial concentration and medium pH lo@ adsorption efficiency

For the following experimentg\. japonicusMu541 (IM1389204) strain was chosen.

The effect of conidial concentration was determinsthg 1.5 mL Eppendorf tubes containing each
500 pl of 0.05 mol/l phosphate-citrate buffer (pHa@d contaminated with ZON at 1 pg/ml. Tubes
were inoculated by differemt. japonicusMu541 conidial suspension (heat-treated or livitagyjive
final concentrations of 010/, 1&, 2x10° conidia/ml. Conidia were then removed by filtratio
immediately after inoculation.

The effect of pH on ZON removal was conducted ithheat-treated Mu541 conidia/ml in 1.5 mL
Eppendorf tubes containing 500 ul of 0.05 mol/l gttwate-citrate buffer at pH 2; 2.5; 3; 4; 5; 687;
or in 1.5 mL Eppendorf tubes containing borate é&uf.05 mol/l at pH 9; 10; 11. All tubes were
contaminated with ZON at 1 pg/ml. Conidia were reget by filtration immediately after
inoculation.

In vitro gastrointestinal adsorption assay

In vitro adsorption efficiency in porcine gastrointestiti@ct conditions at 37°C was performed
according to the method of D@t al. (2004). Briefly, 1.5 mL Eppendorf tubes containb@p pl of

0.05 moal/l phosphate-citrate buffer at pH 5 andtaornated with ZON at 1 pg/ml, were inoculated
by heat-treated Mu541 conidial suspension to gimeal fconcentration of FOconidia/ml. After 2

hours of incubation at 37°C, pH was adjusted toy3atdding 6 mol/l of HCI and the tubes were
incubated for an extra 2 hours at 37°C. After tibation period, which simulated the conditions
in the stomach, the pH was adjusted to 6 by addlimpl/| of NaOH. Tubes were incubated again for
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2 hours at 37°C and the pH was then adjusted & last step was incubation for 2 hours at 37°C.
Last two steps simulated the conditions in the bmadstine. At each step, one tube was taken and
conidia were removed by filtration.

Calculation of affinity constants from Hill’'s model

ZON concentration effect on its removal was detasdiin 1.5 mL Eppendorf tubes containing 0.05
mol/l of phosphate-citrate buffer (pH 6) and contaminatédd ZON at different concentrations: 0.5;
1; 2; 4; 6; 8; 10 and 12 pg/ml. Inoculated heatttrd conidial were adjusted to a final concentratio
of 10’ conidia/ml. Conidia were removed by filtration iradiately after inoculation. The amount of
bound mycotoxin was plotted as a function of thewam of added mycotoxin accorded to the Hill's
equation (Hill, 1910). The amount of bound toxinswaalculated by subtracting the amount of free
toxin found in the experimental tubes from the anidiound in control tubes with no adsorbent.
DataFit 7.1 software (Oakdale Engineering; OakdBlennsylvania, USA) was used to plot the
experimental data, to set up the regression cunweré fitting) and to calculate the statisticaladat
the binding capacity tests. Hill's model withsites was used to characterize the adsorptiorON Z
at pH 2.5 and pH 6 (Table 1).

Table 1.Hill's theoretical model witm sites accounting for biological interactions.

Hil's  model T max (T )”
Withnsite§ T . - bound\ " initial ;
KD+ (T )"
-I-max
K :n/KD ,A: bound
‘ 2K,

max
@ Biological parameters: the association constant per site (#d), maximal amount of toxin bounth(OU”d), the
saturation point (Ksat), the number of fixatioregft), and the affinity rate (A).

Biological parameters such as the associationtanhper site y), the maximal amount of
toxin bound .12 ), the saturation pointg,), the number of fixation siten) and the affinity rate

bound

(A) were computed (Fig. 1).
Detection and quantification of ZON

To solubilize ZON before analyses, 0.6 ml of graff®l. C methanol was systematically added to 0.4
ml of each sample remaining after filtration. ZONsnvthen quantified using reverse-phase high
performance liquid chromatography (ICS; Lapeyroksssat, France). Detection was performed by
a Merck Hitachi fluorescence Lachrom L-7485 dete¢tex: 275 nmaem: 450 nm). The analytical
column used was a 120*30 mm Protonsil 3 um C18-knon (Bischoff chromatography) fitted
with a guard column of 10*4 mm (ICS). The mobileapl was acetonitrile: ultrapure water (70: 30)
at a flow rate of 0.5 ml/min. 20 pul of the samplasanjected by an automatically injector (ICS). The
column temperature was kept af26. ZON was identified and quantified dependingasstandard
curve. The detection limit was 0.01 pg/ml.

ZON removal was calculated by comparison to a tagaontrol (medium contaminated
with 1 pg/ml of ZON without conidia), accordingttus following equation:

ZON
— ]_OOX (1_ peakiarea ) )

removal
ZO N peakarealih@ontrol

%
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Statistical analysis

All analyses were done in triplicate to calculateams and standard deviations. Means were
compared using ANOVA test in Kaleidagraph 4.0 gyst¢Synergy Software; Reading,
Pennsylvania, USA). The significance threshold s&tsat p<0.05.

RESULTS

Screening of conidia from different strains to atbls@ON and influence of incubation time on ZON
removal

Results have shown that conidia from all isolatstetd have the capacity to remove ZON from
phosphate-citrate buffer (Fig. 2). Indeed, from 2&60% of ZON were eliminated depending on
the isolate and incubation time. As soon as conibee added to the medium, ZON removal was
occurred. Longer incubation time seemed to havenagr effect on ZON removal. For that, all
adsorption experiments conducted in this study weréormed just after contact. AmoAgpergilli
tested A. japonicusMu541 was shown to be the most efficient instaebas ZON removal (43% of
ZON removal). This strain was chosen for furthgreziments.

Influence of A. japonicus Mu541 conidial state aondidial concentration on ZON removal

For both living and heat-treated conidia, the highencentration of conidia introduced in the
medium is the greater ZON removal. Thus, at a comagon of 16 living conidia/ml, ZON
adsorption was 29 % and to be 80% at a concentirafi@10® living conidia/ml (p<0.05) (Fig. 3).
ZON removal could be improved by increasing thengty of conidia in aqueous buffer. ZON
elimination percentages were similar with bothrtyiand heat-treated conidia (Fig. 3). For example,
at 10 conidia/ml, ZON removal was 43% using living cdaidnd 42% using heat-treated conidia.

Influence of pH on ZON removal and in vitro gasttestinal tract test

In the buffer medium, 53% of ZON was removed atithile 2% of ZON was removed at pH 11
(Fig. 4). Adsorption between ZON and conidia of MWi5strain was more efficient at acidic pH
(p<0.05). Further experiments were performed toluata the adsorption efficiency vitro in
porcine gastrointestinal tract conditions (Fig. Sjomach phase (i.e. pH 5 for 2 hours and pH 2 for
hours) showed better adsorption than intestineelias. pH 6 for 2 hours and pH 7 for 2 hours).
Thus, 62% of ZON removal was obtained after stonatwise compared to 29% of ZON removal
after intestine phase. It confirmed a better adsmmpat acidic pH (p<0.05). Equilibrium between
ZON adsorbed and free ZON appeared at each pH tcamsli

Determination of adsorption parameters obtaineglmting according to Hill's model

Hill's model gives comprehensive information to kp the biological, physical and chemical

analysis of the adsorption procdg¥sannikouriset al, 2003). As shown in Table 2, the regression
coefficients R between model and obtained results, for both @td, Values nearby 1, showing the

reliability of the Hil's model. Adsorption paranees (Table 2) calculated according to the
definitions given above (Table 1) showed differenbetween pH 2.5 and pH 6.

Vi
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Table 2.Adsorption parameters calculated with the Hill’'sdabequation for adsorption between
ZON and Mu541 heat-treated conidia at pH 2.5 andhH

Adsorption pH 2.5 pH 6

parameter’s

n 1.6+05 28+04
Tooma (Hag/ml) 3.2+0.2 15+0.3
Ky (ug/ml) 7.2 4.8

Ko (UO/MI) 9 6.5

A (%) 22.1 15.4

R 0.97 0.99

2 Each adsorption test on ZON was done withtat-treated Mu541 conidia/m.

max
® Biological parameters: the association constant per site (#&),maximal amount of toxin bounth("““d), the
saturation point (Ksat), the number of fixatioregih), and the affinity rate (A).

Adsorption constant3, o, which represents the maximal amount of potemttidorbed ZON on

bound ?
conidia, andA, which represents affinity between ZON and conidiete higher at pH 2.5 than at pH
6 showing a better adsorption capacity at pH 2t durves showing the amount of bound toxin in
relation to the amount of ZON added were a signshidpe represented Inyparametern value is
higher than 1 which shows a cooperativity phenomebetween the toxin and the binder. First
molecules of ZON adsorption on conidia increaseaffiaity of others molecules of ZON to conidia.
Even if affinity rate is higher at pH 2.5 than &t f, value of at pH 2.5(=1.6 + 0.5) is less than at
pH 6 (=2.8 £ 0.4). Also, cooperativity phenomenon is mam@nounced at pH 6 than at pH 2.5.

DISCUSSION

Removal of ZON byA. japonicusconidia could be a viable biological method, alégive to physical
and chemical methods available for decontaminatforaw materials, sometimes containing around
1 mg/kg of ZON. Our study has shown that 43 % ofNZEuld be removed instantaneously from
contaminated buffer at an initial concentrationlofig/ml by adding ICheat-treated conidia/ml.
This removal was due to an adsorption phenomenme s£ON adsorbed could be recovered after
methanol extraction.

Adsorption phenomenon by addition A&pergillus section Nigri conidia was already observed
(Bejaoui et al, 2005) concerning removal of another mycotoxinhratoxin A (OTA). Authors
observed that 30% of 2 pug/ml of OTA in natural grapice could be removed instantaneously by
living and heat-treated conidia froAspergillussection Nigriat a concentration of 1@onidia/ml.
Values of ZON and OTA removal b4. japonicusconidia were very similar in these two studies.
Interestingly, OTA and ZON have similar chemicaladcteristics such as hydrophobicity and
polarity. So, same interactions may be involvedofmith mycotoxins. ZON could also be adsorbed by
yeast cell walls (Yiannikourist al, 2004) and by fermentative bacteria like lactid @nopionic acid
bacteria (Niderkormt al, 2006).

Heat-treated conidia could remove ZON as efficieat living conidia. This phenomenon was also
observed by Bejaowet al. (2005) forAspergilli conidia binding orfOTA. Additional experiments

(data not shown) were performed AnjaponicusMu541 conidia treated by heat at different time
(from 5 min to 90 min) and temperature (from 12@8CL40°C) showing that increasing time and

1
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temperature permit to increase ZON removal. A phrtiestruction of conidia could relax the
structure and could lead to a better accessil@figffON to its fixation sites.

Influence of pH has been tested to give us clugsetter understand the adsorption phenomenon
between ZON and conidia. Acidic conditions pernditie better adsorption than both neutral and
alkaline conditions. Electrostatic interactionsmeed to be involved in the adsorption of ZON on

Aspergilliconidia. However, ZON adsorption by fermentativetbaa seems not to be influenced by

pH values (Niderkoret al, 2006). Nevertheless, the authors did not testiakk pH.

Experiments performed in gastrointestinal condgi@howed an adsorption of ZON during the
stomach phase (acidic pH) more important than duntestine phase (neutral pH). Indeed, 62% of
ZON was removed during stomach phase compared%o ®8ing intestine phase. However, ZON
adsorbed at acidic pH could be desorbed at moadidkpH. Further studies must be perfornred
vivo to really know if the complex ZON conidia will iesthe variations of pH encountered through
the passage in a real porcine digestive tube.

Hill's model of binding phenomenon permitted to whithat adsorption is more efficient at pH 2.5
than at pH 6. It could be explained by a bettetiapaccessibility or by more favorable electrostat
interactions between ZON and fixation sites at pH than at pH 6. Structure of components
involved in the adsorption phenomenon could be rileséble and so could let ZON access to their
fixation sites at acidic pH. Hill's model also umlileed a cooperative phenomenon for both pH 2.5
and pH 6 K>1). In our study, we observed that adsorptionthtépshowed a greater cooperativity
than adsorption at pH 2.8 f+ 25< n pu e). At neutral pH, structures of adsorption compdsenay
not permit ZON to access easily to its fixatioredtut the first bound molecules of ZON may
facilitate the adsorption of other molecules of Z&fNopening the structure.

Composition ofA. japonicusMu541 conidia walls may play an important roletive adsorption
phenomenon. Components involved in adsorption dil 0@ yeast cell walls were identified to e
glucans (Yiannikouriset al, 2004). Feofiloveet al. (2006) showed that cell walls &. niger are
composed of two covalently linked carbohydratestircland 3-glucan. This complex is formed by
55% of chitin and 45% of glucan in mature sporéohiger. So, phenomenon observed in our study
for A. nigerand potentially forA. japonicuscould also be a binding of ZON fbglucans. Heat-
treated conidia are as efficient as living conitharemove ZON which is very interesting for an
animal feed detoxification application. Indeed, the@ated conidia do not pose quality or security
problems. Moreovel. japonicusspecies are not OTA producer fungi. Thus no risRBA in heat-
treated conidia could appear. So, it could be wsed safe decontamination process for practical
applications. Our study clearly underscored theacdy of A. japonicus conidia to adsorb
instantaneously ZON especially in acidic conditi@ssin the stomach. So, these heat-inactivated
compounds could be a promising adsorbent to lingtitioavailability of mycotoxins. Further studies
must be performed to determine the toxicity of Z@#korbed and the stability of ZON-conidia
complex.

Doll et al. (2005) have tested some commercial products on tapiacity to adsorb ZON and for
example, authors observed similar ZON removal wcosorb®extra (Alltech, Bad Segeberg,
Germany). Conidia could remove ZON as efficienttya@mmercially used product which is very
promising for our potential decontamination proceBsrther studies could be performed to
investigate this adsorption phenomenon for othecotoxins (OTA for example) and in case of
multi-contaminated feedln vivo experiments are also necessary to develop thisicappn.

Improvement of conidial binding of ZON could be feemed with a better understanding of this

VIl
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adsorption phenomenon but results already obtaaredencouraging for the adaptation of this
process to industrial conditions.

ACKNOWLEDGEMENTS
The authors especially thank “Evialis” for supplyithe project.
REFERENCES

Bejaoui, H., Mathieu, F., Taillandier, P. and LéloriA., 2005. Conidia of blackspergillias new
biological adsorbents for ochratoxin A in grape@s and musitgournal of Agriculture
and Food Chemistry 53:8224-8229.

Bejaoui, H., Mathieu, F., Taillandier, P. and LéloriA., 2006. BlackAspergilliand ochratoxin
A in French vineyarddnternational Journal of Food Microbiology  111:S46-S52.

Binder, E.M., Tan, L.M., Chin, L.J., Handl, J. aRichard, J., 2007. Worldwide occurrence of
mycotoxins in commodities, feeds and feed ingradierAnimal Feed Science and
Technology 137:265-282.

Bottalico, A., Logrieco, A. and Visconti, A., 198Busariumspecies and their mycotoxins in

infected corn in Italy. Mycopathologia 107:85-92.

Ddll, S., Danicke, S., Valenta, H. and FlachowsRy, 2004.In vitro studies on the evaluation of
mycotoxin detoxifying agents for their efficacy ateoxynivalenol and zearalenone.
Archives of Animal Nutrition 58:311-324.

Feofilova, E.P., Nemtsev, D.V., Tereshina, V.M. adémorskaya, A.S., 2006. Developmental
change of the composition and content of the clghiican complex in the fungus
Aspergillus nigerApplied Biochemistry and Microbioiogy 42:545-549.

Fink-Gremmels, J. and Malekinejad, H., 2007. Chhieffects and biochemical mechanisms
associated with exposure to the mycoestrogen zzamaé. Animal Feed Science and
Technology 137: 326-341.

Gaumy, J-L., Bailly, J.D., Burgat, V. and Guerre, P001. Zéaralénone : propriétés et toxicité
expérimentale. Revue médicale Vétérinaire 152:238-2

Hill, A.V., 1910. The possible effects of the aggmdon of molecules of hemoglobin on its
dissociation curve. Journal of Physiology (Lond4@):4-7.

Howes, A.D.and Newman, K.E., October 1999. Contws for removal of mycotoxins
from feed. Canadian patent n° 2,328,966.

Kabak, B., Dobson, A.D. and Var, I., 2006. Straesdo prevent mycotoxin contamination of
food and animal feed: a review. Critical Review$ood Science and Nutrition 46:593-
619.

Niderkorn, V., Boudra, H. and Morgavi, D.P., 200Binding of Fusarium mycotoxins by
fermentative bacteria vitro. Journal of Applied Microbiology01:849-856.

Sabater-Vilar, M., Malekinejad, H., Selman, M.H\Man des Doelen, M.A.M. and Fink-Gremmels,
J., 2007.In vitro assessment of adsorbents aiming to prevent demdgnol and
zearalenone mycotoxicoses. Mycopathologia 163:81-90

Shetty, P. and Jespersen, L., 208&ccharomyces cerevisiaad lactic acid bacteria as potential
mycotoxin decontaminating agenisends in Food Sciences and Technology 17:48-55.

Yiannikouris, A., Poughon, L., Cameleyre, X., Dyss&-G., Francgois, J., Bertin, G. and
Jouany, J-P., 2003. A novel technique to evalumégactions between Saccharomyces

cerevisiaecell wall and mycotoxins : application to zearalee.  Biotechnological Letters
25:783-789.



Annexes

Yiannikouris, A., Francgois, J., Poughon, L., Dus9ags., Bertin, G., Jeminet, G. and Jouany, J-P.,
2004. Adsorption of zearalenone by beta-D-glucartkeSaccharomyces cerevisiae cell
wall. Journal of Food Protectid:1195-1200.

FIGURE

Figure 1. Curve of adsorption of a mycotoxin to an adsorb&ctording to Hill's modelKg:
association constant per sit€, - : maximal amount of toxin boundsy: Saturation pointn:
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Figure 2. ZON removal by fiveAspergillussection Nigri (3A.japonicus: AX35 [], CA223[],
Mu541 B and 2A. niger GX312H, MuX44[ ) living conidia just after contaand after 60
minutes of incubation at a concentration of @¢onidia/ml in phosphate-citrate buffer (0.05 maqi

6), contaminated with ZON at 1 pg/ml. The ZON remlowas calculated by comparing the ZON
amount in sample to the ZON amount in control.
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Figure 3.ZON removal immediately after contact by livin[1) and heat-treated ) conidia®f
japonicusMu541 at different final concentrations of conidie®; 10"; 16%; 2x1@ conidia/ml) in
phosphate-citrate buffer (0.05 mol/l; pH 6) contaatéd with ZON at 1 pg/ml.
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Figure 4. ZON removal by heat-treated conidia 8f japonicusMu541 at a final conidial
concentration of 10conidia/ml in 0.05 mol/l phosphate-citrate buffpH 2; 2.5; 3; 4; 5; 6; 7; 8) or
in 0.05 mol/l borate buffer (pH 9; 10; 11) contaated with ZON at 1 pug/ml.
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Figure 5. ZON removal in simulating porcine gastrointestinedct conditions by heat-treated
conidia ofA. japonicusMu541 at a conidial concentration of*Idnidia/mlin 0.05 mol/l phosphate-
citrate buffer contaminated with ZON at 1 pg/ml.
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Transformation of Zearalenone to a Zearalenone Sudite by Aspergillus sp.
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3Centre d’Etudes Nucléaires de Saclay, Gif-sur-téy&1191, France;

ABSTRACT

The primary goal of this research was to assesdithteansformation of zearalenone (ZEA), an
estrogenic mycotoxin, into ZEA-sulfate by sogpergillussection Nigri isolatesA. nigerisolates
were shown to be able to convert ZEA after 72hnotibation at different ZEA concentration (5 to
150 pg/ml). The product formula corresponding toAZdtilfate was determined thanks to accurate
mass measurement. This conjugate was shown tosBeelrogenic than ZEA thanks to MCF-7
proliferation assay. This study demonstrated fatiger have the ability to transform ZEA over a
broad range of ZEA concentration (5 to 150 pg/mil #ghat sulfonation could lead to a less toxic
compound. These results are significant as littlen@vn about the fate that fungi and especially
niger are able to detoxify ZEA by sulfonation. This stutbuld lead to a way of detoxification of
natural mycotoxin contaminated feeds.

Keywords: Mycotoxins, Sulfo-conjugate, MCF-7 cell prolifei@at, Estrogenicity.
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INTRODUCTION

Zearalenone (ZEA) is a naturally occurring secopdaetabolite produced by sevefalisarium
species, includinggraminearum culmorum equiseti (Bottalico et al, 1989).ZEA affects many
agricultural products, especially cereals, all othex world and belongs to the five mycotoxins of
toxicological and economical importance (CAST, 20@EA causes harmful effects on human and
animal health because of its highly estrogenic eriogs (Fink-Gremmels and Malekinejad, 2007).
ZEA is able to bind with estrogenic receptors, l@sy in severe effects on the reproductive system
(Plasencia et Mirocha, 1991). Minerviet al. (2005) reported that ZEA is a strong estrogenic
compound, using proliferation of breast cancer RlIF-7 assay.

Detoxification strategies for contaminated foodd &eds to reduce or eliminate the toxic effect of
ZEA by physical, chemical and biological methodsilfiket al, 2006) are crucial to improve food
safety. Few of these methods have practical apit® An interesting strategy is to use
microorganisms to transform mycotoxins into nonktoproducts. A variety of microorganisms
including bacteria, yeasts and fungi were foundb#oable to transform ZEA. Some fungi and
actinomycetes lik&Rhizopus sp.Thamnidium spMucor sp, Streptomyces sjre able to transform
ZEA to a non-estrogenic substance, ZEA-4-O-gluemsiitl-Sharkawy and Abul-Hajj, 1987a;
Kamimura, 1986) or to hydroxylation or methylatiproducts (El-Sharkawy and Abul-Hajj; 1987b).
A variety of microorganisms likBenicillium sp, Aspergillus sp.Rhodoturula sp.Arthrobacter sp.
Saccharomyces spCandida spwere found to be able reduce ZEAd@earalenol an@-zearalenol
(McMullen, 1977). This transformation could be netgad as an intoxification pathway since these
derivatives have a great estrogenic activity (Munraret al, 2005). a-zearalenol could bind to
estrogen receptors 10-20 times stronger than ZEA&p@trick et al, 1989). Somé&hyzopus spand
Fusarium spcould convert ZEA into ZEA-sulfate (El Sharkaetyal.,1991; Plasencia and Mirocha,
1991). A loss of toxicity was observed using ratrus enlargement bioassay. Another fungus,
Clonostachys roseaas showed to be able to remove ZEA (El-SharkawdyAsbul-Hajj, 1988). This
preliminary study was emphasized by Takahashi-Agtda. (2002) who identified and characterized
a lactonohydrolase gene in this fungus which cofl@dan enzyme converting ZEA into a
hydrolyzed and decarboxylated less estrogenic camghoFurther studies on this lactonohydrolase
were performed to reach different goals. First, afashi-Andcet al. (2005) succeed to express the
synthetic lactonohydrolase gene in a heterologgates. Then, it was observed by Utermark and
Karlovsky (2007) that the presence of this ZEAdachydrolase ilClonostachys rosepermitted its
growth on a ZEA contaminated medium, a toxic medfamother fungi. Finally, Gromadzket al.
(2009) shown that this fungus could not only bedus® decontaminate cereals but also as a
biocontrol agent. Another applied study was pertniby Molnaret al. (2004) who described a
yeast strainTrichosporon mycotoxinivoransble to degrade ZEA to a non-toxic metaboliteisTh
strain is used in a commercial product claimed rinyeatically detoxify ZEA, the feed additive
Mycofix®plus (Biomin GmbH, Herzogenburg, Austria).

This paper describes the isolation and identificatdf a ZEA sulfate conjugate formed by some
species of NigriAspergillus The non estrogenic toxicity of this ZEA-sulfatesvdetermined by
Michigan Cancer Fondation-7 (MCF-7) cell culture.
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MATERIALS AND METHODS
Chemicals and media

Zearalenone (ZEA), 1p-estradiol (i) and charcoal stripped foetal bovine serum (CS)FB&e
purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin FakayFrance). All components of Czapeck Yeast
extract Broth (CYB) and ISPmedium and grade HPLC solvents (methanol, acetejitwere
purchased from Fischer Scientific Bioblock (llIkiscFrance). Phenol red free Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM), Phosphate buffered saline (RB&psin- ethylene diamine tetra acetic
acid (EDTA) solution, L-glutamine (GLU), penicillirstreptomycin antibiotic solution (AA), insulin
and foetal bovine serum (FBS) were purchased frowitrbgen (Cergy Pontoise, France).
CellTiter96®Aqueous (MTS) was purchased from Proan@harbonniéres les bains, France).

Microorganisms

Section NigriAspergillusisolates used in this study were isolated frorménegrapes (Bejaouit al,
2006). Codes used for isolates were determinedkshém grape varieties on which isolates were
isolated (Syrah: A; Carignan: CA; Muscat: Mu; Greimax G), bunches numbered (from 1 to 10 or
X) and isolate numberAspergillussection Nigri isolates were deposited in the abiten of the
“Mycothéque de I'Université Catholique de LouvaiiBelgium referenced with MUCL accession
numbers.Streptomyces spvere isolated from Saharan soil. These strainsddcoat be deposited
because of other confidential use. Most experimardee performed oi\. nigerisolate CA936.
Aspergilli cultures were maintained on Czapeck Yeast exgat (CYA) andStreptomycesulture

on InternationatreptomycePBroject 2 (ISR medium (Shirling and Gottlieb, 1966).

Conversion of ZEA by growing cells

Screening ofAspergillus sp(respectivelyStreptomyces gpwas performed in 1 ml of CYB medium
(resp. ISB) contaminated by 50 pg/ml (resp. 10 pg/ml) of ZBAich was inoculated by %0
conidia/ml. The determination of ZEA concentratiafluence was performed in similar conditions
with CYB medium contaminated by 5, 10, 50, 100 450 pg/ml of ZEA and innoculated BY.
niger CA936 isolate, arbitrarily chosen. After incubatiat 28°C for seven days for screening and
only maximal time of 96h for influence concentratidetermination, in agitation, the medium was
extracted by 1.5 ml of methanol. Mycelium and adtunedium were separated by centrifuge
(5,000g, 15 min). Supernatant was recovered to tguaBEA by HPLC. Percentages of ZEA
removal were calculated thanks to ZEA concentratiosamples compared to ZEA concentration in
negative control (without fungal or bacterial igela The ZEA disappearance and the apparition of
ZEA-sulfate were assessed by liquid chromatograjh@) associated with fluorescence and mass
spectrometry (MS) detection.
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Detection and quantification of ZEA and its conjtega

ZEA and its conversion products were analysed usewgrse-phase high performance liquid
chromatography (HPLC) thanks to analysis methodpi@da from Llorenset al. (2002) (ICS;
Lapeyrouse Fossat, France). Detection was perfoimyed Thermo Separation Products FL3000
detector (excitation wave lengklex: 275 nm; emission wave lengtbm: 450 nm). The analytical
column used was a 120*5 mm Protonsil 5 um C18-Sidnao fitted with a guard column of 10*4
mm (ICS). The initial mobile phase was methanotraplure water (30:70) to reach methanol:
ultrapure water (90:10) in 35 minutes. The floneret 0.8 ml/min. 60 pl of the sample were injected
by an automatic injector (ICS). The column tempeetwas kept at 30°C. ZEA and its conjugate
were identified by HPLC thanks to their retentiomed (respectively 29 min and 11 min) and
ultraviolet (UV) spectra. ZEA was quantified usig ZEA standard curve. Molar absorption
coefficient of ZEA-sulfate was considered to beiEmto the ZEA one and so quantification of
ZEA-sulfate was performed in the same manner. Btection limit was 0.01 pg/ml.

Confirmation of ZEA and ZEA-sulfate presence wasfgrened using HPLC coupled with mass
spectroscopy. The HPLC unit was performed using@ 2 2 mm Kromasil 5 pm C18 column
(Interchim, France) and the UV signal was recotefre injection into the mass spectrophotometer
through an electrospray ion source (ESI) sourc@°@3probe voltage 4500 V, gas pressure set at 40
psi and dry gas flow rate set at 9 I/min) operaimgegative mode with focus potential set at 3.50
kV and an acquisition dwell time of 100 ms. The t@phase 0.2 ml/min was composed of 10 mM
ammonium acetate in water/acetonitrile (90/10 a&/solvent A and water/acetonitrile (10/90 v/v) as
solvent B. The elution profile started with 10%sofvent B for 2 min, followed by a linear gradient
of up to 80% solvent B within 22 min. After an isatic period of 2 min, the system returned to
initial conditions within 2 min. Samples were mainied at 4°C until analysis. A volume of 20 pl
was injected into the chromatographic system. M& M2 signal optimisations were made using
ZEA. Data acquisition and processing were perforosdg Bruker Software.

ZEA-sulfate hydrolysis was made by incubation @epak purified fraction dried under vacuum in
the presence of 250 International Unit (IU) suléatddelix Pomatia and 5250 IU glucuronidase for
17h at 37°C in a 0.1 M acetate buffer at pH 5.2.

Determination of chemical structure of ZEA-sulfate

Supernatants of CA936 growing cells culture iniyiatontaminated by 50 pg/ml of ZEA were
evaporated and re-suspended in 10% acetonitrigar8eon of ZEA-sulfate from ZEA was achieved
with a Gg column Sepak (Waters, Guyancourt, France). Aftprilibration of the column, the
purified conjugate was first eluted with 50:50 aktonitrile/water and ZEA was then eluted with
100% of acetonitrile.

Accurate mass of the purified conjugate was peréainmass errors under 5 ppm) by a LTQ-
Orbitrap analyzer (Thermo Fisher Scientific, LessUFrance), fitted with a heated electrospray ion
source (ESI) at a resolution of 30,000. The ESI-&&periments were performed in negative ion
detection mode.

Culture of MCF-7 cells and cell proliferation assay

Breast cancer cell lines MCF-7 (American Type Q@tCollection HTB-22) were maintained in
DMEM supplemented with GLU (1%), AA (1%), 10% of SEand 0.1% insulin in a humidified 5%
CO, atmosphere at 37°C. Cells were passaged at 80%tuence by trypsination (0.25% of trypsin-
EDTA). Cells were used from the 18 the 162'passage. MCF-7 cells were sown in 96 multiwell
plates at 5,000 cells per well in 90 ul of DMEM I8kU, 1% AA, 5% FBS. The cells were allowed
to attach for 24h and the medium was changed tedahee medium with 5% of CS-FBS instead of
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5% FBS in order to prevent influence on cell peslition of hormones naturally present in non-
treated FBS. The toxicity of supernatants of grgvn niger CA936 incubated with initial ZEA of
50 pg/ml at different incubation time from initiame to 96h was tested. Samples were diluted at
10,000 and 100,000 fold (i.e. ZEA concentratiomadtal time of 16 nM and 1.6 nM). The ZEA and
E standards and purified ZEA-sulfate concentraticargged from 1pM to 1 nM. Then, E, ZEA,
purified ZEA-sulfate and culture supernatants dtecknt concentrations, dissolved in the same
culture medium were added to wells in quadruplenegative control (cells only without tested
compound) was included on each plate. After 5 adyacubation, cell proliferation was measured
using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carbamgthoxyphenyl)-2-(4-sulfonyl)-2H- tetrazolium
(MTS) test (CellTiter96®Aqueous, Promega). 20 plrehgent were added to each well and
absorbance was measured at 490 nm in a plate réueproliferation index was the ratio of the
mean of the optical density value obtained withtésted product on that of negative control. If the
tested compound had no estrogenic properties, MCEH8 would grow in the same manner as
negative control and the proliferation index woble equal to 1. Values of proliferation indexes
would increase with the estrogenic toxicity of tiested compound. The maximal ratio obtained
among proliferation indexes for different concetitnas is the proliferative effect (PE).

Statistical analysis

All analyses were done in triplicate or quadrugkcto calculate averages and standard deviations.
Averages were compared using ANOVA test in Kaleidpg 4.0 system (Synergy Software). The
significance threshold was set at p<0.05.

RESULTS
Screening of microorganisms for ZEA biotransforioati

10 isolates ofAspergillussection Nigri and eight isolates 8treptomycesp. were tested on their
ability to respectively remove 50 pg/ml and 10 pgahZEA (Table 1). Depending oA. niger
isolates, ZEA removal was between, on average, a2% 94% of initial ZEA. The twaA.
carbonariusisolates tested were able to remove, on averafg dnd 70% of initial ZEAA.
japonicusisolates were not able to remove ZEA as efficieat$ otherAspergillussection Nigri
isolates. The more efficiedt. japonicusstrain could only remove about 35% of initial ZE&mong
the eightStreptomycessolates five had the capacity to remove ZEA on average betw@éf &d
96%. Only threé&streptomycessolates did not remove ZEA or weakly (less tha#oR2There was no
formation of a fluorescent metabolite upon incutraf ZEA with Streptomycesolates.
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Table 1.ZEA removal and ZEA-sulfate production (ug/ml) aferent isolates oAspergillus
section Nigri andtreptomyces sp.

Isolates MUCL accession Species ZEA removal ZEA-
numbers (%)? sulfate

production
(ug/mh*®

MuX44 A.niger 72% = 13% 12.1+6.3

CA936 A.niger 83% + 4% 11.4+£0.2

Al138 A.niger 88% = 7% 13.2+5.6

GX312 A.niger 94% + 1% 156+2.3

Mu541 A.japonicus 21% + 14% ND

G221 A.japonicus 26% + 16% 2.3+3.2

AX35 A.japonicus 25% = 13% ND

CA223 A.japonicus 34% + 4% 1.1+£16

Mu621 A.carbonarius 47% + 9% 09+13

Mu548 A.carbonarius 70% * 6% 88+25

2 Streptomyces sp. 96% * 7% ND

3 Streptomyces sp. 0% + 12% ND

9 Streptomyces sp. 0% £+ 7% ND

10 Streptomyces sp. 96% + 8% ND

11 Streptomyces sp. 22% +12% ND

12 Streptomyces sp. 95% + 9% ND

15 Streptomyces sp. 92% + 13% ND

16 Streptomyces sp. 95% + 11% ND

& Initial concentration of ZEA of 10 pg/ml foBtreptomyces smand initial concentration of ZEA of 50 pg/ml for
Aspergillus sp.7 days of incubation at 28°C

b ZEA sulfate production was estimated from the HFlU®rescence peak assuming that this compoundidetical
fluorescence yield as ZEA, ND: Non Detected.

Kinetics of ZEA removal for different initial ZEAmcentrations

Transformation of ZEA by growing thé\. niger CA936 isolate was tested for different
concentrations of ZEA (5, 10, 50, 100, 150 pg/mbr each tested concentration, ZEA was removed
(Fig. 1). For initial ZEA concentration of 5 and u@/ml, total removal of ZEA was observed after
24h of incubation. For initial ZEA concentration 80, 100, 150 ug rifi, maximal ZEA removal
was observed after 72h of incubation with respetti®7%, 72% and 88% of ZEA removal.

Chemical determination of ZEA product

Transformation of ZEA by growing. niger CA936 isolate was followed by HPLC. For initial ZE
concentration of 50, 100 and 150 pg/ml, when th& pEak (30.2 min) decreased, an unknown peak
appeared at 11 min (Fig.2.A). It increased withulmation time ofA. niger CA936 isolate and with
initial ZEA concentration. This peak probably cepended to a ZEA product. Its UV spectra (Fig.
2.B) was similar to the ZEA one with a shift in tlwands. The maximal absorption band of 236 nm
in ZEA was shifted to 228 nm in the product, wherdee band at 274 nm in ZEA was observed at
260 nm in the unknown product. To determine theitket chemical structure of this compound, it
was purified and its accurate mass was determiyeddMS/MS. Two m/z major signals were
observed at 317.139 and 397.096 which respecto@iyesponded to ZEA and ZEA product. Molar
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mass of the product was higher than the ZEA ong@estmg that the product observed is a ZEA
conjugate. A zoom on the isotopic masses of 397rf86de it possible to determine the compound
formula: GgH210sS. The conjugate produced Bgpergilliisolates was a ZEA-sulfate (Fig.3). It was
confirmed by enzymatic ZEA-sulfate hydrolysis. lacf, after the action of glucuronidase and
sulfatase commercial enzymes, the ZEA HPLC peateased while the ZEA-sulfate HPLC peak
disappeared.

Conversion of ZEA to ZEA-sulfate

Considering a similar molar absorption coefficiemtHPLC for ZEA-sulfate and ZEA, potential
production of ZEA-sulfate was evaluated on the tigh isolates listed in Table A. nigerisolates
were shown to be more efficient to produce ZEAaelfthan otheAspergillusisolates. The most
efficient isolate was GX312 producing on averageb 1j5g/ml of ZEA-sulfate after seven days
incubation from an initial ZEA concentration of f@/ml. No ZEA-sulfate was obtained after ZEA
removal by species dbtreptomycesConsidering the conjugate mass obtained by atxurass
measure (i.e. 397.096), molar concentration of wgetie produced was compared to molar
concentration of ZEA. ZEA was removed concomitamiith conjugate apparition (Fig.4). From 24h
of incubation, ZEA concentration began to decresisee ZEA-sulfate appeared. After 96h of
incubation, about 100 uM of ZEA was removed sinte551M of ZEA-sulfate was recovered i.e.
only 51.5% of ZEA-sulfate was recovered compareithéoremoved ZEA.

MCF-7 proliferation in presence of ZEA-sulfate

Maximal proliferation indexes or PE on MCF-7 cellieere obtained for £and ZEA at a
concentration of 1 nM and were respectively of 266102 and 1.61 + 0.11. Supernatants of growing
A. nigerCA936 incubated in a 50 pg/ml ZEA contaminated iom@ad from initial incubation time to
96h, were then tested (Fig. 5). For both dilutiohd0,000 and 100,000 fold, a significant decrease
was observed from initial time to 96h of incubatime. For example, for a 100,000 fold diluted
sample, the proliferation ratio was from 1.38 £10f0r initial incubation time to 1.13 + 0.03 for
supernatant obtained from 96h of incubation. Soulation of ZEA with growingA. niger CA936
isolate for 96h allowed reduction of about 20% lué tnitial global toxicity in the culture medium.
MCF-7 cells were finally cultivated in the preserafepurified ZEA-sulfate. Proliferation was then
measured from 1 pM to 1 uM of ZEA and ZEA-sulfaiesignificant diminution of proliferation was
obtained from ZEA to ZEA-sulfate (Fig. 6). ZEA-sailé induced less cell proliferation. For
example, at M, proliferation induced by ZEA was of 1.9 + 0.8i@ce that induced by ZEA-sulfate
was of 1.16 + 0.18. ZEA sulfonation allowed toxyaieduction of 40%.

DISCUSSION

16 among 18 isolates testellspergillus spand Streptomyces spwere able to remove ZEA (resp.
50 pg/ml and 10 pg/ml), using agitation, after segtays at 28°CAspergillus spandStreptomyces
sp. are well known to have high metabolic capacitidsdje et al, 1994; Horinouchget al, 2007).

So, it is not surprising that most isolates tedtad a ZEA eliminating metabolismAspergillus
section Nigri isolates were especially chosen fuwat tscreening because previous experiments
showed that conidia from these genus were ablelsorb ZEA (Jarcet al, in press) and OTA and
that their mycelium could transform ochratoxin A achratoxina (Bejaoui et al, 2005). For
example, growing MuX44 isolate could also removeéoe8if OTA from CYA medium contaminated
with 2 pug/ml. A hypothesis was that some of thesdates were not only able to adsorb ZEA on
conidia but also to transform it.
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Initial ZEA concentration measured was less impurthan theoretically added ZEA concentration.
It could be explained by a ZEA binding on CA986nigerconidia (Jarcet al, in press). After 24h
of incubation, while conidia were transformed imgcelium, a decrease of ZEA concentration was
observed, indicating the beginning of the transtirom.

Isolates ofA. nigerwere found, in our study, to be able to transf@®&A into ZEA-sulfate. Many
indications led to this result. First, accurate snakthe ZEA product was higher than the ZEA one
(resp. 397.096 and 317.139). So the transformatias not a ZEA hydrolyse as it was for other
studies (Takahashi-Andet al, 2002) but a conjugation. Secondly, the conjugess more polar
than ZEA according to its retention time in HPL@gp. 11 min and 30.2 min). It could be a
glucuronide or sulfate conjugate especially becafisiee fact that the action of commercial sulfatas
and glucuronidase on purified ZEA products led EAZecovery. Then, UV spectra profiles of ZEA
conjugate make us think that a sulfate group wasemnt in the compound. Shifts observed in
conjugate UV spectra maxima compared to ZEA spectrald be attributed to the electron-
withdrawing effect of a sulfate group (Barrenal, 1988). Finally, the determination of ZEA-sulfate
formula was made by accurate mass measurement.

To describe the reaction involved, a comparisoméeh molar concentration of ZEA removed and
ZEA-sulfate produced was performed and it showed lgss than 50% of molar quantity was not
qguantified. But no other common ZEA product likeor B-zearalenol was observed. Quantification
of ZEA-sulfate was performed using the moleculassnaf the compound and a standard curve of
mass concentration of ZEA. This difference betwdenmolar concentration of ZEA removed and
ZEA-sulfate produced could also be explained byE&-Bulfate absorption coefficient smaller than
the ZEA one akex of 275 nm. Afkex of 260 nm, the HPLC ZEA-sulfate fluorimetric pesise was
1.7 times higher than aex of 275 nm. ZEA response was maximalat of 275 nm whereas the
ZEA-sulfate response maximum shifted. ConcentradioAEA-sulfate was thus under-estimated and
so it was coherent that nearly 50% of molar quamids not quantified.

Estrogenic toxicity of ZEA-sulfate was evaluatedthgsa MCF-7 cell proliferation assay. PE values
were in accordance to previous studies (Minereinal, 2005). Incubation of ZEA with growing.
niger CA936 isolate decreased the estrogenicity of thegliom. No synergism of toxicity was
observed by the presence of ZEA and ZEA-sulfateukaneously. Then, ZEA-sulfate only was
tested on its ability to let proliferated MCF-7 lselA significant decrease of cell proliferation sva
observed from ZEA to ZEA-sulfate, indicating thdA-sulfate is less oestrogenic than ZEA. The
under-estimation of ZEA-sulfate concentration erdeanthis phenomenon. It is known that ZEA is
able to bind on estrogen receptors by mimickiagstradiol conformation (Gaumgt al, 2001).
Sulfate addition on ZEA changed its characterisicsnformation and polarity) and certainly
prevented this conjugate to bind on estrogen rece@nd thus to induce proliferation of MCF-7
cells. Similarly, it was shown that sulfonatgestradiol, estrogen hormone, was not able to bmd
MCF-7 estrogen receptors (Falaay al, 2002). Furthein vivo experiments will be necessary to
know if ZEA-sulfate retains the biological propesdiof ZEA when ingested by animals. In a
previous study, Plasencia and Mirocha (1991) shawatlZEA-4-sulfate produced byusarium sp.
had less estrogenic toxicity than the ZEA usingutatus enlargement bioassay. The stabilityaof
niger sulfate conjugate during digestion must be tested.

Mirocha et al. (1981) showed that ZEA-sulfate was excreted inauty bovine. Bovine seems to
have the capacity to sulfonate ZEA. Other xenobiotmpounds, especially phenolic compounds,
could be sulfonated by a variety of organisms likagi, Streptomyces sprats, mammals and
humans (Cernigliat al, 1982; Ibrahim and Abul-Hajj, 1989; Falaey al, 1995; Rikke and Roy,
1996; Nagata and Yamazoe, 2000; Blanctedrdl, 2004). Sulfonation in mammals was known to
be a classic way of detoxification (phase Il drugtabolizing enzyme system) and excretion of
xenobiotic compounds especially steroids (Luu-Eteal, 1996). It leads to more water-soluble
products and thereby aiding their excretion viaklimeys or bile (Gamaget al, 2006). In human
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metabolism of drugs, three steps occur with suliona(Falanyet al, 1997) and one is sulfate
activation by adenosine-tri-phosphate (ATP) (Robland Lippman, 1956). ZEA and E have similar
conformations and they could be sulfonated. Estrogalfotransferase catalyzes the specific
sulfonation ofp-estradiol at the 3’-hydroxyl position (Falamy al, 1997). The two studies on
sulfonation of ZEA led to the formation of ZEA-4Hate (El-Sharkawyet al, 1991; Plasencia and
Mirocha, 1991). There may be one type of sulfotienases able to transfer sulfates on the 4-ZEA
position and the 3’-hydroxyl E position. A nucleaagnetic resonance analysis of sulfate conjugate
formed by growingA. nigerCA936 will be performed to know on which phendajioup sulfate was
added.

Some experiments are in progress to transfiormitro ZEA into ZEA-sulfate byA. niger CA936
isolate crude extracts in the presence of 3’-phoagénosine 5’-phosphosulfate (PAPS).
Identification and purification of enzymes involvedsulfonation should be performed. This work
could lead to an efficient means of ZEA detoxifioatin animal feed. Even if neither ochratoxin A
nor fumonisin B2 were detected by LC/MS analysigraincubation ofA. niger chosen isolate, it
could not be admitted to add directly this straimnimal feed. Indeed,. nigeris considered to have
toxic effects. However, if responsible enzymestagurified in the future, it would be conceivable
to add an enzymatic solution to animal feed to elese toxic effects of mycotoxins. Stability in the
digestive tract of this ZEA-sulfate must be deteradi to be sure that ZEA would not be recovered in
animals.
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FIGURES

Figure 1. Removal of ZEA byA. niger CA936 from CYB contaminated by ZEA at 5 (circle)
(square), 50 (closed triangle), 100 (cross) anduid/énl (closed square
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Figure 2. Example of an HPLC chromatogram (Flaex=275 nmiem=450 nm) (A.) and U\
spectra corresponding to ZEsMfate (Ine) and ZEA (dotted lingB.) obtained from the incubatic
of growingA. nigerCA936 isolate in a 150 pg/ml contaminated med
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Figure 3. Chemical structure of ZEA-sulfate.
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Figure 4. Transformation of ZEA (open circles) to ZEA-sulfdtbosed circles) by growing. niger
CA936 on CYB contaminated by 50 pg/ml of ZEA (0 puM). ZEA sulfate production was
estimated from the HPLC-fluorescence peak assuthiaigthis compound had identical fluorescence

yield as ZEA.
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Figure 5. Proliferation indexes of MCF-7 cells evaluatedhia presence of supernatants of CA936
isolate incubated with 50 pg/ml of ZEA for diffetencubation time (Initial time @ ), 6hl] ), 17h
(), 24h (X), 30h /), 48h (\\), 72h (=), 96h[] )).
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Dilution '
*: Values significantly different from initial rubation time (p<0.05).

* The proliferation index was determined by caltinthe ratio of the optical density value thatsvadtained with the

tested product to that of the negative control.
': Samples were diluted 10,000 and 100,000 foldesponding to a ZEA concentration at initial timel6fnM and 1.6

nM.

Figure 6. Proliferation of MCF-7 cells cultured in the prase of ZEA [_1) and ZEA-sulfatdll ) at
different concentrations.
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Annexe lll: Tables de détermination des elements pa
analyse ESCA

Etabli a partir dénttp://www.lasurface.com/database/elementxps.php

Composé Energie de Liaison (eV) Différence d’énergie
observée (eV)
C-C,CH 288 0
C-N 289 1
C-OH, GO-C 289,7 1,7
C= 290,5 2,5
C=0, N-C=0 291,2 3,2
-CO-0 292,2 4,2
0-CO-0O 293,5 55
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Annexe |V: Principe détaillé de la mesure de potentie
Zéta
L’ analyse du potentiel zéta a été effee par I'appareil ZetaSizea¥o, Malvern Instrumer.

Un champ électrique est appligué entre 2 électradiass une cellule fermée contenant
suspension du matériau a tester. Le principe estaiirer la vitesse des particules dans ce cl
électrique. Nous pouvons ainsi avoir acces a lailitiBlectroplorétique puis a la charge de surf,
ou potentiel zéta. Cette mesure est effectuéeffedr@oppler. La lumiere diffusée par les partia
en mouvement présente un décalage en fréquencapgmart a la lumiére non diffuséEn mesurant
cette différencele fréquence, la vitesse des particules et domolzllité électrophorétique peétre
mesurée grace a I'Equation 1.

Equation 1 :

u:VE, K : mobilité électrophorétique um.cm/V.s,: vitesse en um/s, Echamp électrique en

V/cm.

Grace a une approximation possible en milieu aquieugotentiel zéta est exprimé comme suit
'Equation 2.

Equation 2 :
(=11,23.u aveq : potentiel zéta en mV et: mobilité électrophorétique en pm.cm/

Avant de démarrer une sérieadalysesil faut s’assurer que le « phase phoest correct (cf Figur
A). Il représente le comportement des particulesr pdes fréquences de variation de ch:
électrique trés rapide puis de variation de chateptrique trés lente. La vitesse est donc en:
calculée par rapport a la pente de chacune de pesasés. Pour une fréquence de variation de cl
faible, la résolution est meilleur

Phase Piot

Phase (rad)

-40
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 286

Time (s)
— Record 31 PH 41

Figure A : Phase plot obtenue pour la mesure de potentiel zésur les spores
La distribution du potentiel zétat ensuite calculée (cf Figure B).
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Figure B : Distribution du potentiel zéta
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Résumé

De nombreuses especes de moisissubespe(fgillus Fusarium Penicillium...) produisent des
molécules toxiques appelées mycotoxines. Malgré dierts agronomiques croissants, la
contamination en mycotoxines dans les produitscalg$ est toujours présente. Des stratégies de
décontamination sont alors utiles pour limiter fiatt des mycotoxines sur la santé animale ou
humaine. La premiéere stratégie que nous avons éstudst le piégeage par adsorption de
mycotoxines sur des sporesAdpergillusde la section Nigri. Nous avons démontré que peses
vivantes sont aussi efficaces que les spores wigdia la chaleur, indiquant que les composés
responsables de I'adsorption ne sont pas altérésceadraitement. Le phénoméne d’adsorption
semble étre principalement du a des interactiordrapphobes. Des études restent a faire sur
I'efficacité d’un tel procédén vivo et pour caractériser les composés responsabledelrdéme
stratégie étudiée a été la biotransformation dionyeotoxine particuliére, la zéaralénone. Plusieurs
microorganismes ont été testés. Parmi eux, il adétdontré que certaines espéecessgergillus
avaient la capacité de transformer la zéaralénorearalénone-sulfate. La toxicité de ce composé a
été évaluée par test de prolifération de cellulséreuses MCF-7. Ces cellules ont la particularité
de proliférer en présence de composés oestrogé&nitjua été montré que la zéaralénone-sulfate
provoquait peu de prolifération chez ces cellulssggérant une toxicité plus faible que la
zéaralénone. Des études seront effectuées pouwre¢valstabilité d’un tel conjugue vivo.

MOTS CLES: mycotoxines; zéaralénoepergillus adsorption; transformation.

Abstract

Several species of fungAg¢pergillus Fusarium Penicillium...) are producers of very hazardous
mycotoxins. Despite the use of recommended agui@llpractices to avoid mold development and
mycotoxinogenesis during crop growth, harvesting atorage, contamination by mycotoxins still
occurs. Decontamination procedures are usefuldocethe mycotoxin content of contaminated raw
materials. The first strategy we studied was torekse the bioavailability of mycotoxins trapping
them with binding agents. For the first time, tha#s@ption of mycotoxins by conidia of black
Aspergilli has been demonstrated. Heat-treated conidia aeffiaeent as living conidia, which
demonstrates that the components involved in atear@re not affected by heat-treatment. The
adsorption phenomenon seems to involved hydrophwmitéractions. Furthem vivo studies are
necessary to develop the application of such a rdaognation process to contaminated raw
materials and feeds. The second strategy studiesl tva biodegradation of zearalenone by
microorganisms which could offer a pratical andogght method to alleviate negative effects on
animals. For the first time, somespergillus nigerstrains, isolated from grapes, have been shown to
transform zearalenone to zearalenone-sulfate. Tuteethat zearalenone biotransformation leads to
a detoxification, the estrogenic toxicity of zearadne-sulfate was determined by cell culture studie
An estrogen receptor positive breast cancer cal (MCF-7) was used to confirm the lost of toxicity
by E-screen assay. The test principle is baseth@mmact that MCF-7 cells proliferate in presence of
estrogenic substances. Zearalenone-sulfate wag$ésgyenic than zearalenone. Further work will
focus on the stability of the zearalenone-suliatavo.

KEYWORDS: mycotoxins; zearalenon&spergillus adsorption; transformation.
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