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TOXINES D’ASPERGILLUS OCHRACEUS WILHELM

I. &mdash; PRODUCTION D’OCHPATOXINES PAR DES SOUCHES ISOLÉES
DE FOURRAGES SECS, CULTIVÉES SUR BLÉ

P. GALTIER J. LE BARS
Geneviève HENRY M. ALVINERIE

Station de Pharmacologie- Toxicologie, I. N. R. A., .,

180, Ghemin de TouvnefeuilLe,
31300 Toulouse

RÉSUMÉ

La toxinogénicité de huit souches d’Aspergillus ochvaceus W. provenant de fourrages est
testée après culture sur blé ; deux sécrètent à la fois l’ochratoxine A et l’ochratoxine B ; par
contre, ni la melléine, ni l’acide pénicillique n’ont été détectés. Une substance inconnue de fluo-
rescence jaune-verdâtre ou bleue selon le système éluant est produite inégalement par toutes les
souches.

Ces résultats sont comparés à ceux déjà obtenus par d’autres auteurs ; la production de toxine
sur fourrages secs et dans diverses conditions de stockage reste à vérifier.

INTRODUCTION

Contaminant naturel des fourrages (LE BARS et ESCOULA, i973 ; STARON, 1965)
et de nombreux substrats alimentaires, l’As!ergiLLus ochraceus WILHELM peut élaborer
certaines mycotoxines dont les plus connues sont : l’acide pénicillique, la melléine,
la q-hydroxymelléine et les ochratoxines A et B.



Isolées et identifiées par VAN DER MERWE (1965), les ochratoxines A et B ont
fait l’objet de travaux portant sur leur étude physico-chimique, biochimique et toxi-
cologique. L’ochratoxine A est le plus toxique des métabolites connus d’As!ergillus
ochrctceus tant pour le Rat (PupCHASE et THÉRON, 1968) que pour le Caneton (STEYN
et HoI,znPF>~>:, I967).

La melléine et l’acide pénicillique sont également toxiques ; toutefois leurs doses
létales sont nettement supérieures à celle de l’ochratoxine A (SASAK> et al., Ig7o ;
MURNAGHAN, Igq.E7).

Ayant isolé huit souches d’As!ergillus oclavctceus W. à partir de fourrages (Gra-
minées, Luzerne), nous avons voulu tester leur production de toxines en nous plaçant
dans des conditions optimales de toxinogenèse, c’est-à-dire en culture sur céréales.
Sur ce substrat, en effet, de nombreux auteurs ont obtenu d’abondantes productions
d’ochratoxines (VAN DER MERWE, Ig65 ; VAN WArts!!x et al., Ig68 ; LAr et al.,
Ig68 ; ScxIND>~!R et NESHEIM, Ig7o ; TpENK et al., 1971) ou d’acide pénicillique
(CIEGLER, Ig72) ; seule, la melléine n’a jamais été étudiée dans les conditions que nous
avons retenues.

Enfin, nous avons cherché, à partir de la mesure du poids sec après culture, à
trouver une relation entre l’éventuelle élaboration de mycotoxines et la croissance
de la moisissure.

I. - MATÉRIEL ET MÉTHODES

I. 1. - Origine des souches et conditions de culture

Huit souches d’Aspevgillus ochraccus W., isolées de fourrages secs (LE BARS et ESCOULA,
1973) et la souche M 298 de la Food and Drug Administration (1) ont été ensemencées sur milieu

(1) Nous tenons à remercier M. JEMMALI de la Station de Biochimie et Physico-Chimie des céréales
(1. N. R. A.) qui a bien voulu nous fournir la souche de référence M 298 FDA.



de Czapek en tubes ; après treize jours de culture à 22°C, des suspensions de spores sont préparées
dans une solution de Tween 80 à i p. 1 o00 (LE BARS, 1972) et ajustées, après numération à la
cellule de Thoma, à une concentration de 50. ios spores par millilitre.

La culture en vue de la détection du pouvoir toxinogène est effectuée sur blé entier à raison
de 100 grammes par boîte de Roux d’un litre ; celui-ci est stérilisé à deux reprises à deux jours
d’intervalle à 120-C pendant vingt minutes. L’ensemencement est réalisé par 10 ml de la suspen-
sion de spores. Le blé utilisé (contenant 13 p. 100 d’eau) est humidifié par 40 ml d’eau distillée
stérile (teneur en eau du blé humidifié : 42 p. 100) (SCH1NDLER et NESHEIM, 1970).

Après r2 jours d’incubation à 27°C (TRENK et al., 1971), à l’obscurité, le poids sec du substrat
est mesuré afin d’apprécier l’importance de la végétation de la moisissure.

1. 2. - Plan expérimental

Trois répétitions sont réalisées pour chacune des neuf souches de champignons ainsi que pour
un témoin non ensemencé ; les échantillons sont randomisés dans l’étuve et la suite de l’expérimen-
tation, jusqu’à la quantification des toxines, est effectuée à l’aveugle.



1. 3. - Extraction

La première phase consiste à préparer les substrats en vue de leur épuisement ultérieur. Les
boîtes de Roux sont d’abord pasteurisées dans une étuve à 800C pendant 24 heures. Les grains
moisis sont ensuite séchés à 700C pendant une journée. On obtient ainsi un résidu que l’on pulvé-
rise au Waring-Blendor durant deux minutes à vitesse réduite.

Dans un deuxième temps, chaque poudre est épuisée par 250 ml d’un mélange chloroforme-
méthanol à parties égales, dans des fioles coniques à col large de 500 ml bouchées par une feuille
d’aluminium ; on opère à 37°C et à l’obscurité et on réalise quatre épuisements successifs, le

premier d’une durée de 18 heures et les trois suivants de 24 heures. Afin de tester l’efficacité de
cet épuisement, le mélange d’extraction est séparé du substrat par filtration ; chaque extrait non
concentré est conservé et traité individuellement. Comme le montre la figure i, la décroissance
de la teneur en ochratoxines est une fonction exponentielle des renouvellements de solvant. Au
troisième jour de l’épuisement, au moins g5 p. 100 des ochratoxines contenues dans la poudre de
départ ont été extraites.

I. 4. - Identification des mycotoxines

Elle est réalisée par chromatographie sur gel de silice en couche mince et par comparaison
avec des échantillons standards d’ochratoxines A et B (1). Pour identifier la melléine et l’acide
pénicillique, nous avons utilisé les Rf (2) mesurés par divers auteurs dans des conditions compara-
bles d’élution et de révélation.



Dix microlitres de chaque extrait du premier jour d’épuisement sont déposés sur plaque de
gel de silice G de o,25 mm d’épaisseur (Merck, Réf. 5721). Les quatre systèmes de développement
choisis sont mentionnés au tableau 2.

La vérification de l’identité des mycotoxines a été effectuée par spectrophotométrie d’ab-
sorption en ultraviolet, après isolement des bandes fluorescentes obtenues sur chromatogramme
préparatif (Merck, Réf. 5717) et cristallisation des métabolites dans un solvant convenable.

1. 5. - Quantification des ochvatoxines A et B

Les quatre extraits successifs (§ 1.3) sont respectivement dilués au 1/25, 1/20, 1/10 et 1/5 ;
dix microlitres de chaque dilution sont déposés sur plaque de gel de silice (Merck, Réf. 5721) et
soumis à une migration dans une cuve saturée contenant le mélange éluant : chloroforme, acétone,
acide formique (80 : ao : r, v/v/v).

Nous mesurons ensuite l’intensité de fluorescence de chaque spot d’ochratoxines à l’aide d’un
photodensitomètre Joyce u Chromoscan » équipé en fonction des longueurs d’onde optimales
d’excitation (filtre à 325 nm et fente de 5 mm) et d’émission (filtre à 475 nm) déterminées par
CHU (1970). Des gammes d’ochratoxine A (o,io à 0,50 !g) et d’ochratoxine B (0,0125 à 0,20 [ig)
nous ont permis de tracer les droites d’étalonnage (fig. 2) qui définissent la relation entre le nombre
d’intégrations des pics et le logarithme de la concentration en ochratoxine. Les seuils de détection
obtenus sont de 70 ng pour l’ochratoxine A et de 10 ng pour l’ochratoxine B.

II. - RESULTATS

II. I. - Aspect qualitatif des chromatogrammes

D’après les chromatogrammes obtenus, on peut classer les neuf souches testées
en deux catégories.

Un groupe constitué par les moisissures M 2g8, C 27i et D 29 élabore trois taches
fortement fluorescentes dont les deux inférieures possèdent le même comportement
chromatographique que les standards de référence d’ochratoxines A et B. I,a migra-
tion et les propriétés de fluorescence de ces trois taches sont mentionnées dans le
tableau i.



Constituant un second groupe, les autres souches ne parviennent à élaborer
qu’un dérivé dont les Rf et les caractéristiques de fluorescence correspondent à la
tache 1.

II. 2. - Identification des taches

Nous n’avons pu détecter ni l’acide pénicillique, ni la melléine en nous plaçant
dans les mêmes conditions que certains auteurs (8IooRE et al., 1972 ; CIEGLER, 1970 ;
1972).

Par contre, si la tache i, dénommée par nous substance V, ne correspond à aucun
dérivé décrit à ce jour, les taches 2 et 3 peuvent être assimilées respectivement aux
ochratoxines A et B, d’après la comparaison avec les échantillons de référence.

Le tableau 2 reproduit en particulier les observations relatives à l’éventuelle
production de toxine.

I,a vérification de l’identité des mycotoxines est assurée par la détermination
des spectres d’absorption en ultraviolet après séparation sur plaque de gel de silice
à l’échelle préparative et cristallisation.

Ochratoxine A recristallisée dans le benzène :

ETOH

Ochratoxine B recristallisée dans le méthanol :

ETOH



A titre de comparaison, nous indiquons ci-après les longueurs d’onde maximales
d’absorption de la substance V après cristallisation dans le benzène, dans deux sol-
vants différents :

Seuls, les deux champignons toxinogènes C 27, et D 29 ont pu être comparés à
la souche de référence M 298 de la Food and Drug Administration. Le tableau 2
indique également les productions moyennes d’ochratoxines ; l’écart mentionné

représente l’intervalle de confiance à 5 p. 100 calculé à partir des trois répétitions
de chaque souche. L’analyse statistique de ces résultats montre des différences signi-
ficatives entre les productions moyennes d’ochratoxines des deux moisissures C 27i
et D 29 d’une part et celle de la souche de référence M 298 d’autre part.

Pour compléter ces données, nous avons calculé le rapport existant entre les
productions d’ochratoxine A et d’ochratoxine B ; on obtient respectivement 3,88 pour
la souche de référence, 3,70 et 3,y pour les moisissures C 27, et D 29.

II. 4. - Rapports pyoduction et végétation

La consommation moyenne de matière sèche (p. 100) figure au tableau 2.
L’analyse de variance met en évidence une différence significative des moyennes
dans leur ensemble au risque de i p. 100 ; la comparaison par le test de Tukey révèle
que les inégalités ne sont imputables qu’à deux souches non toxinogènes (tabl. 2).
Par contre, il n’existe pas de différence entre les souches élaborant des ochratoxines

quant à la croissance estimée indirectement par la perte de matière sèche.

DISCUSSION

III. 1. - Aspect qualitatif de la Production de toxines

Le comportement chromatographique identique à celui des échantillons de réfé-
rence et la similitude des spectres d’absorption en ultraviolet par rapport aux données
de NESHEIM (1969) nous permettent de penser que les ochratoxines A et B sont bien
les métabolites des souches M 298, C 27i et D 29. Nous pouvons par ailleurs remarquer
combien nos observations coïncident avec celles de MOORE et al. (ig7o) dans des condi-
tions comparables. Ces auteurs enregistrent pour les deux premiers mélanges éluant
des valeurs de Rf de o et o,64 pour l’ochratoxine A ; ils constatent également le même
changement de fluorescence du vert au bleu foncé après exposition aux vapeurs
d’ammoniaque. Le système n° 3 nous autorise à une comparaison avec CIEGLER
(1972) ; les deux ochratoxines y migrent bien dans le même ordre : d’abord l’ochra-



toxine A (Rf = 0,39 contre o,q.3 pour CIEGLER), puis l’ochratoxine B (Rf = 0,26
contre 0,24).

Nous n’avons pas décelé la présence d’ochratoxine C qui est un autre métabolite
fluorescent d’As!evgillus ochvaceus W. (MERWE, 1965) doué d’une forte toxicité

(STEYN et Ho!,zaPrE!., 1967) ; ce dérivé n’a d’ailleurs été que très rarement décrit,
tout au moins en ce qui concerne son caractère contaminant.

L’acide pénicillique a été recherché dans les conditions préconisées par CIEGLER
(i9!o ; 1972) : développement en cuve non saturée et utilisation des éluants 3 et 4.
Après migration et séchage, les plaques placées durant cinq minutes en cuve saturée
de vapeurs d’ammoniaque n’ont révélé aucune tache pouvant correspondre à l’acide
pénicillique.

I,es Rf étant voisins de ceux annoncés par MOORE et al. (1970) et obtenant le
même changement de fluorescence dans le deuxième système de développement
(tabl. i) nous aurions pu reconnaître la melléine en la substance V. Toutefois, nous
n’avons discerné aucune variation de fluorescence après exposition aux vapeurs
d’ammoniaque pour le système i qui ne contient pas d’élément acide et surtout le
spectre d’absorption en ultraviolet s’est révélé totalement différent de celui rapporté
par SA SAKI et al. (1970) pour la melléine. D’après ces critères physico-chimiques, nous
ne pouvons donc assimiler ce produit fluorescent V à aucun métabolite signalé
d’Aspergillus ochvaceus W. ; bien entendu, tout pouvoir toxique à son sujet reste à
démontrer.

Les légères différences de Rf pouvant exister par rapport aux résultats d’autres
auteurs semblent dues à l’emploi de plaques chromatographiques d’épaisseur et
d’origine différentes, ainsi qu’aux variations expérimentales inhérentes à des labora-
toires différents.

En l’état actuel de nos travaux, la production de toxines de nos souches se limite
à la seule élaboration d’ochratoxines A et B ; en effet, nous n’enregistrons ni produc-
tion d’acide pénicillique, ni de melléine.

III. 2. - As!ect quantitatif de la production d’ochvatoxines

Nous avons déjà mentionné la différence significative de production d’ochra-
toxines entre la souche M 298 et les deux champignons C 27i et D 29 ( 11.3). On est
en droit de se demander si cette inégalité tient à une particularité génétique ou si l’on
est en présence d’une atténuation de la moisissure de référence M 298, consécutive
à de nombreux repiquages.

On doit noter également la similitude des rapports existant entre les productions
des deux ochratoxines (§ 11.3). Ce fait est en accord avec la thèse selon laquelle la
nature du substrat serait responsable des teneurs plus ou moins élevées en ochra-
toxines A ou B. A ce sujet, Dams et al. (r96c!) ont réalisé une étude sur milieu liquide
démontrant notamment les influences des sucres et des substances azotées sur la

production de ces toxines.
D’autres auteurs ont également montré l’influence sur l’élaboration d’ochratoxine

A en cultures sur substrats secs d’origine alimentaire, de paramètres tels que la tem-
pérature, la durée de l’incubation ou la teneur en eau du substrat ; nous avons d’ailleurs
tenu compte de ces observations dans la mise au point de notre protocole expérimen-
tal (§ Lz). A titre comparatif, nous avons dressé le tableau 3.



Les importantes différences de production relevées dans ce tableau semblent dues
à la diversité des méthodes de cultures et au comportement hétérogène des souches
employées. Bien qu’une interprétation paraisse difficile, on peut rapprocher nos résul-
tats de ceux obtenus par ScxrrrD!,!R et NESHEIM (1970) avec la même moisissure
M 298, mais sur substrat différent ou par Y AMAZAKI et al. (197o) avec la souche MR
31.1 et culture sur riz.

III. 3. - Aspect mycologique de la production d’ochratoxines

Du fait qu’il existe des différences significatives dans la production d’ochra-
toxines selon les souches pour une même consommation de substrat, on peut dire que
ces inégalités sont imputables à leur potentiel propre de toxinogenèse et non à des
différences d’activité métabolique générale ou de croissance, mesurées indirectement
par la perte de matière sèche (tabl. 2).

Dans nos observations, deux souches sur huit se sont révélées productrices de
toxines. Ces résultats sont comparés à ceux d’autres auteurs dans le tableau 4.

En dépit du faible nombre de souches testées, notre proportion de souches toxi-
nogènes (25 p. 100) est nettement supérieure à celle rapportée par NnTORi et al.

(1970) pour des moisissures isolées sur divers aliments japonais (6 p. 100), seul résul-
tat pour lequel l’origine des souches a été précisée.



Si, effectivement, deux de nos souches sécrètent des ochratoxines sur blé, il
resterait à vérifier qu’il en est bien de même lorsqu’elles poussent sur leur substrat
d’origine, les fourrages. S’il en était ainsi, et compte tenu des observations de Lu

BARS et ESCOULA (i973), la probabilité pour qu’un fourrage héberge en quantité
relativement importante une souche toxinogène est d’environ 2 p. 100; la conta-
mination pourrait donc représenter un risque non négligeable. Cette vérification
est actuellement en cours dans notre laboratoire.

Reçu pour publication en avril 1973.

SUMMARY

TOXINS OF ASP!RGII,I,US OCHRACEUS WILHELM

I. - PRODUCTION OF OCHRATOXINS BY STRAINS ISOLATED FROM DRY FODDER,
CULTIVATED ON WHEAT

The toxigenicity of eight strains of Aspevgillus ochyaceus W. originating from fodder was
tested after culture on wheat ; two strains secreted both the ochratoxins A and B ; on the other
hand neither melleine nor penicillic acid were detected. An unknown substance of greenish-
yellow or blue fluorescence depending on the method of elution was produced in different amounts
by all the strains.

These results have been compared with those obtained already by other workers ; the pro-
duction of toxins in dry fodders and in varying conditions of storage has still to be tested.
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