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Le Lait (1980). LX, 254-271

Le Penicillium roqueforti,
morphologie, physiologie, intérêt en industrie fromagère,

mycotoxines

(Révision bibliographique)

par

Claude MOREAu*

Dès le Moyen Age, la « morsissure verte» était utilisée dans le
Rouergue pour la préparation du célèbre fromage de Roquefort.
Mais si ce champignon est surtout connu grâce aux travaux menés
dans l'industrie des fromages dits persillés, son étude a trouvé récem-
ment un regain d'actualité d'une part en raison des substrats variés
sur lesquels il se développe, d'autre part pour les métabolites qu'il
est susceptible d'élaborer.

HISTORIQUE

Johan-Olsen, plus connue sous le nom de MmeSopp, semble être
la première à avoir suspecté l'importance de ce champignon. Elle l'a
désigné successivement sous les noms de Penicillium aromaticum
casei [40), P. aromaticum 1 et II [92], P. atroviride [92], P. aroma-
ticum (gamelost) et P. roquefort [92]. L'imprécision de ses descrip-
tions et l'absence de culture type n'ont pas permis de retenir ces
dénominations.

C'est la terminologie Penicillium roqueforti Thom [99] qui parait
seule valable en nomenclature [20].

* Centre National de la Recherche Scientifique, Laboratoire de Biologie Végétale
et de Microbiologie, Université de Bretagne Occidentale - 29283Brest cedex.
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On considère maintenant comme synonymes les champignons
décrits sous les noms de : P. gorgonzola Weidemann [107.], P. stilton
Biourge [7], P. suaveolens Biourge [7.], P. biourgei Arnaudi [3].

De plus, la variété weidemannii Westling [108] n'aurait pas lieu
d'être retenue.

DESCRIPTION

La monographie de Raper et Thom [82] et la récente mise au
point de Samson et al. [84] fournissent de bonnes descriptions du
P. roqueforti.

Ce champignon est classé par Raper et Thom [82] dans la section
asymmetrica, sous-section velutina.

Sur milieu de Czapek gélosé, les thalles ont une croissance rapide
atteignant 4 à 6 cm de diamètre en 2 semaines à 25° C. Ils sont
constitués d'un feutrage dense, non zoné, de conidiophores à aspect
typiquement velouté dans les jeunes isolements, plus laineux et mêlés
de mycélium aérien stérile après plusieurs repiquages successifs.
D'abord de couleur bleu vert proche du pois ou vert feuille, ces thalles
s'assombrissent par la suite. Ils présentent une marge aranéeuse
blanche. Souvent, on constate des exsudats de gouttelettes hyalines.
Aucune odeur notable n'est à signaler. Les revers de culture sont
verdâtres, présentant fréquemment des zones plus sombres vert foncé.

Les conidiophores (1) (fig. 1 a) ont deux ou trois séries de
branches; ils mesurent 100-200X 4-6 um et sont, surtout vers la base,
typiquement ornés de verrues, incrustations ou petits tubercules, dont
l'importance varie selon les souches.

Les pinceaux conidifères sont asymétriques, irrégulièrement
ramifiés.

Les metulae, de 10-15X 3-4,5 um, à paroi verruqueuse, portent
des bouquets de 4 à 7 phialides.

Les phialides, lagéniformes, sont munies d'un bec assez court.
Elles mesurent 8-12 X 3-3,5 um,

Les conidies forment des chaînes lâches; elles sont globuleuses
à subglobuleuses, à paroi lisse, de .4-5 um, exceptionnellement 8 um
de diamètre.

Dans quelques cas, on trouve des pinceaux de type monoverticillé,
portés par des conidiophores assez courts (fig. 1 b) ou, dans les
cultures immergées, des conidiophores à ramification diffuse, rappe-
lant un P. de la sous-section divaricata.

(1) Pour la signification des termes techniques utilisés dans la description
d'un Penicillium, se reporter à notre étude du Penicillium camemberti. (Le
Lait, t. LIX, n° 585-586,p. 219-223,mai-juin 1979).
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fig. 1

Penicillium roqueforti Thom
a: pinceau conidifère normal, de type biverticillé.
b: pinceau conidifère de type monoverticillé.
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Des sclérotes sont parfois formés dans de vieilles cultures; ils
sont blanchâtres, de 50-100 um de diamètre, constitués de filaments
lâches qui enveloppent une masse pseudoparenchymateuse.

La croissance sur malt gélosé est un peu plus rapide (8 à 10 cm
de diam.en 10 jours) et la coloration du revers des cultures est plus
foncée.

Au sein de l'espèce-type, on peut reconnaître diverses races,
formes, souches ... :

- Dattilo Rubo [10] distingue, sous le nom de variété vi ride,
des souches de couleur vert-jaunâtre plus claires que dans le type;
ce sont elles qui sont surtout utilisées pour la préparation des fro-
mages de Gorgonzola;

- une forme brune a été isolée de grains d'orge (souche CBS
501.75= lMl 54229) ; elle a parfois contaminé des fromages les ren-
dant impropres à la vente;

- des mutants blancs ont été obtenus par irradiation aux ultra-
violets d'une souche normale verte [43, 66].

On a parfois confondu le P. roqueforti avec des formes veloutées
du P. verrucosum var. cyclopium ; selon Samson et al. [84], il convient
de rattacher à cette espèce le P. casei Staub [94], que Raper et
Thom [82] avaient à tort placé au voisinage du P. roqueforti.

CONDITIONS DE DEVELOPPEMENT

Le Penicillium roqueforti est, à maints égards, un champignon
fort intéressant par ses conditions particulières de développement
qui expliquent son écologie.

Température

Le P. roqueforti peut être classé parmi les mésophiles faibles. En
effet, sa croissance est optimale vers 20-25°C. Il pousse encore bien
à 5° C mais est incapable de se développer au-dessus de 35° C.

Humidité

Le P. roqueiorti affectionne particulièrement les milieux humides,
à a; élevée.

Anaérobiose

Certains champignons sont capables de se développer en présence
de COz et en l'absence complète d'oxygène. Ce n'est pas le cas du
P. roqueforti [17]. Cependant, il tolère fort bien une atmosphère
appauvrie en oxygène; dès 1913,Thom et Curie [100] avaient constaté
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qu'il pouvait vivre dans un mélange gazeux renfermant moins de
5 p. 100 d'oxygène.

pH

Les souches de P. roqueforti tolèrent mieux les variations de pH
que celles du P. camemberti. La plupart se développent dans une
gamme de pH comprise entre 3 et 10,5, la production de mycélium
étant bonne de 4,5 à 7,5 [38].

Tolérance à l'alcool

Après 2 mois d'immersion dans du vin, des thalles de P. roque-
forti n'ont rien perdu de leur vigueur; les spores semblent même
stimulées tant au point de vue pourcentage de germination que
vitesse de croissance des tubes germinatifs [59]. Faut-il rapprocher
cette observation de la pratique empirique des fabricants de Stilton
qui, après avoir perforé leurs fromages de grosses aiguilles, versaient
dans les trous durant deux à trois semaines du porto ou du sherry?

Tolérance au sel

En milieu acide, le P. roqueforti tolère de fortes concentrations
en sel [100]. Sa croissance est meilleure en présence de 5 à 8,5p. 100
de sel qu'en l'absence de chlorure de sodium [18].

Exigences nutritionnelles

Gottlieb [28] a étudié l'utilisation des acides ammes comme
sources de carbone pour le P. roqueforti : leucine, cystéine et méthio-
nine ne sont pas utilisées, lysine et glycine le sont faiblement.

Ce champignon est capable d'utiliser le sulfate d'ammonium
comme seule source d'azote [55, 56].

ROLE DANS LA PREPARATION DES FROMAGES

Le Penicillium roqueforti intervient dans la préparation des fro-
mages dits à pâte persillée, soit à partir de lait de brebis (Roquefort),
soit à partir de lait de vache (bleus d'Auvergne, bleus du Haut-Jura,
fourme d'Ambert, Gorgonzola, Dorset, Stilton, Gammelost, etc.).

La moisissure cultivée sur du pain (préparé avec un mélange en
parties égales de farines de seigle et d'orge pétries avec un levain
légèrement acidulé) est généralement ensemencée dans le caillé. La
pâte est légèrement aérée par des piquages qu'on réalise à l'aide
d'aiguilles; on a récemment préconisé l'addition de certaines bactéries
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Leuconostoc qui assureraient de telles ouvertures grâce à la produc-
tion de gaz [109,].

La croissance du P. roqueforti dans le fromage devient évidente
8 à la jours après l'ensemencement. Son développement est maximal
après affinage de 1 à 3 mois dans des caves spécialement aérées. La
moisissure occupe les veines et fissures du fromage, conférant à la
coupe un aspect marbré.

Le P. roqueforti est le principal responsable de la maturation du
fromage dans lequel il intervient par ses enzymes protéolytiques et
surtout lipolytiques.

Le système enzymatique responsable de la protéolyse apparaît
constitué d'au moins trois composants [29, 30]. On a décrit une pro-
téase acide [58, 110] et une protéase inhibée par l'EDTA [31]. La
protéolyse réalisée dans le fromage est intense : les divers types de
caséine sont dégradés [4, 52, 98] et on note l'apparition d'une forte
concentration d'acides aminés libres.

Le système lipolytique du P. roqueforti est très important [13,
19]. Des lipases hydrosolubles estérifient les triglycérides en libérant
une quantité notable d'acides gras à courtes chaînes (acides caproïque,
caprylique, capri que) [2,49,40, 51]. Le P. roqueforti oxyde les acides
gras en méthyl-cétones; ce fait est connu depuis 1924 [93], il a été
confirmé par Gehrig et Knight [25, 26, 27] ; ce processus serait l'apa-
nage des spores, non du mycélium. C'est ainsi que sont formées de
l'heptanone-2, du pentanone-2 et du nonanone-2. De plus, les méthyl-
cétones peuvent être réduites pour former des alcools secondaires
(heptanol-2, pentanol-2, nonanol-2) [16, 24, 32, 37]..

Ces divers produits sont responsables de l'arôme très particulier
'de ces fromages.

Une telle flaveur est si intéressante que des brevets américains
[6, 9] préconisent la culture du champignon sur milieu aéré liquide
puis l'utilisation du produit obtenu pour agrémenter des sauces et
divers plats succulents.

La production d'enzymes par le P. roqueforti varie en fonction
des conditions de culture [95].

ECOLOGIE

Si le substrat de prédilection du P. roqueforti est le fromage
persillé, il est capable d'envahir d'autres types de fromages, causant
alors des accidents de fabrication, C'est ainsi que nous l'avons plu-
sieurs fois observé à l'intérieur même de certains Camemberts (et
le fait a été signalé par Gueguen et al. [33], tant chez des Camemberts
que chez des pavés d'Auge); il se développe surtout dans des fro-
mages préparés « à la louche ». lorsque l'une des louches ne s'est
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pas bien resoudée à la précédente, ou bien dans des « trous de mou-
lage » liés à un mauvais égouttage et une fermentation lactique insuf-
fisante. Nous l'avons également rencontré dans des Emmentals éclatés
en raison d'un excès de ferments butyriques. Dans tous les cas, ces
infections étaient en relation avec une contamination des produits
laitiers par des spores de P. roqueforti provenant des ensilages
consommés par les vaches.

En effet, les ensilages (Graminées herbagères ou grains humides,
pulpe de betterave, etc.) constituent également un excellent substrat
pour le P. roqueforti. Il se localise alors dans des « poches » lorsque
le tassement est insuffisant; l'atmosphère appauvrie en oxygène, les
fermentations des produits qui l'entourent sont favorables à son
développement. Il y est parfois accompagné du Mo'nascus purpureus,
du Trichoderma viride et du Byssochlamys nivea [77, 101]. Il cons-
titue quelquefois de curieuses « boules » compactes, agglomérat de
mycélium et de fragments de substrat.

Le P. roqueforti, parfois présent sur les raisins [36], est un hôte
fréquent des caves à vin. Il se développe sur les bouchons de liège
des bouteilles d'autant plus facilement lorsque ceux-ci sont recouverts
d'une capsule métallique de surbouchage [59] ; il ne semble cependant
pas altérer les qualités organoleptiques du vin.

Ce champignon a, en outre, été reconnu contaminant des aliments
variés :

produits laitiers (crème, beurre, yaourts, etc.) crème glacée;
produits céréaliers, riz [102, 103], pain;
produits oléagineux (arachide ...) ;
produits sucrés, confitures;
produits carnés: viande fraîche, jambons, saucissons [35, 39,

53, 76, 81] ;
- fruits et légumes, jus de fruits.
Le P. roqueforti est également capable de se développer sur des

substrats divers, tels que des joints de porte de réfrigérateurs
[21], etc.

MYCOTOXINES

Alerte sur le Roquefort

Le 22 août 1973, le journal allemand « Rhein-Zeitung » publia
un article qui fit sensation. Il mettait en garde ses lecteurs sur le
danger qui pouvait résulter de la consommation quotidienne de fro-
mages tels que le Roquefort, le Gorgonzola ou le Stilton. Il rapportait
en effet le résultat d'essais menés à l'Université du Wisconsin selon
lesquels une substance élaborée par le Penicillium roqueforti pouvait
provoquer en quelques heures la mort de rats auxquels elle était
injectée. Il oubliait simplement de dire que les travaux de Still, Wei
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et leurs collaborateurs [96] concernaient une souche de P. roqueforti
isolée d'un aliment pour animaux et qui produisait, en cultures au
laboratoire, une mycotoxine, la PR toxine [106].

Le P. roquejorti, hôte fréquent des ensilages, avait, dès 1956, au
Japon, été rendu responsable de la mort brutale de bétail après
consommation de grains ensilés moisis [lOI].

En 1968 et 1970, ce champignon avait déjà retenu l'attention de
Kanota [41, 42] qui, à partir d'une souche isolée de farine de riz, en
avait extrait trois toxines :

- une toxine 1, de formule C7HII07 ou C7H1207 possédant une
fonction lactone, de toxicité relativement faible;

- une toxine 2, capable de provoquer de graves altérations du
foie et des hémorragies dans le tractus digestif;

- une toxine 3, de toxicité assez faible.

La PR toxine et autres dérivés de l'érémophilane

Pour Wei et al. [106], la principale mycotoxine du P. roqueforti
est la PR toxine, toxique pour le rat chez qui elle induit des altérations
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histologiques du foie et des reins et des hémorragies et qui peut pro-
voquer des phénomènes trémorgènes, des avortements et des réten-
tions placentaires chez le bétail. Ils en ont établi la formule [104]
qui fut confirmée par la suite [61]; il s'agit d'un sesquiterpène
C17H2006•

Dans les essais réalisés sur souris, on a constaté que, en intoxi
cation aiguë, la PR toxine provoquait tout d'abord un œdème inters-
ticiel du poumon.

Sa DLso par voie intrapéritonéale est d'environ 7 mg/kg pour des
rats et souris [70] ; par voie orale, de 115 mg/kg pour des rats [78].

La PR toxine est une mycotoxine dont l'étude s'est révélée fort
intéressante en raison des dérèglements métaboliques qu'elle pro-
voque. Dans les cellules du foie du rat, elle altère le mécanisme de
transcription et de traduction sans nécessité d'un quelconque pro-
cessus d'activation, en inhibant à la fois l'initiation et l'élongation
des chaînes de polynucléotides [5,68,69, 70, 71, 72]. Il a été prouvé que
la toxicité de la PR toxine était liée à la présence dans sa formule d'une
fonction aldéhyde [65] : des composés voisins, de même type érémo-
philane, mais qui en sont dépourvus, n'ont pas la même activité bio-
logique.

La PR toxine est instable. Si on lui ajoute de l'ammoniaque ou
du sulfate d'ammonium, elle se transforme en PR imine, substance
peu toxique.

La PR toxine n'a jamais été mise en évidence dans le fromage
de Roquefort. Des recherches menées tant en France [78] qu'en Alle-
magne [15,21] ou en Italie [79] l'ont prouvé. Cette toxine est produite
par certaines souches de P. roqueforti dans des conditions bien pré-
cises; par exemple la souche NRRL 849 en produit lorsqu'elle est
cultivée sur riz entre 15° C et 30° C (avec production optimale à 15° C
bien que la croissance du champignon soit optimale à 20-26° C) [76]
Un milieu de culture enrichi à 15 p. 100 de saccharose, un pH constant,
proche de 4,5, une aération suffisante du milieu, etc. lui sont favo-
rables.

Ainsi que le soulignent divers auteurs [34, 78, 79, 87], ces condi-
tions très particulières d'élaboration de la PR toxine sont très diffé-
rentes des conditions de développement du P. roquefortidans les
fromages persillés (ambiance microaérophile, faible teneur en glu-
cides, pH, température, etc.). De plus, même s'il en était formé, son
instabilité et l'existence dans le fromage de composés aminés ou
d'ammoniaque suffiraient à la convertir immédiatement en PR imine
pratiquement atoxique [85].

On connaît maintenant une série de sesquiterpénoïdes proches
de la PR toxine, tous dérivés époxydes de I'érémophilane, les érémo-
fortines A, B et C qui peuvent être obtenues soit dans des cultures
de P. roquejorti, soit par biotransformation de la PR toxine [8, 60, 62].
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Ces divers composés sont maintenant bien détectables, notam-
ment par chromatographie liquide à haute performance [63}.

Il semble que l'on puisse considérer l'érémofortine C comme un
précurseur de la PR toxine [64].

Alcaloïdes et autres mycotoxines

La PR toxine et autres dérivés de l'érémophilane ne sont pas les
seules mycotoxines produites par le P. roqueforti.

Dès 1958, Taber et Vinning [97] avaient soupçonné l'élaboration
d'alcaloïdes proches de ceux de l'ergot.

En 1976, Scott et al. [88] mirent en évidence deux alcaloïdes
dans le mycélium d'une souche de P. roqueforti. Ils les appelèrent
roquefortine (C22H23Ns02)et isofumigaclavine A (CI8H22N202).Ce der-
nier est identique à la substance isolée l'année précédente par
Ohmomo et al. [73] à laquelle ils avaient donné le nom de roquefor-
tine A par opposition à la roquefortine B qui possède une molécule H
à la place du radical CH3CO.

La configuration de ces composés a été récemment confirmée
[89].

Ces alcaloïdes ont été trouvés dans 16 échantillons (sur 16 exa-
minés) de Stilton, Gorgonzola et Roquefort [80, 86] dans une propor-
tion variant de 0,66 à 6,8 mg/kg; ils migrent peu dans la pâte du
fromage et on les détecte surtout au voisinage des parties riches en
moisissures. En outre, on a signalé des traces d'isofumigaclavine B,
un isomère stéréochimique de l'isofumigaclavine A.

Ce sont là des substances neurotoxiques que, après extraction,
on purifie par l'éther de pétrole afin de séparer les lipides. Précisé-

fig. 3

Alcaloïdes isolés du
Penicillium roqueforti

(1): roquefortine
(de Scott et al.).

(2): isofumigac1avine A
(= roquefortine A
de ühomomo et al.).

(3): isofumigac1avine B.
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ment, c'est ce solvant qui avait été utilisé par Abdel Kader et ses
collaborateurs [1] pour purifier une substance toxique à partir d'un
fromage persillé égyptien; des rats nourris pendant 3 semaines avec
une ration contenant 3,4 P 100 de cet extrait sont morts.

La DLsü de la roquefortine, par voie intrapéritonéale, est de 15-
20 mg/kg pour des souris mâles [47].

Selon Shibata et al. [9] et Saito [83], certaines souches de
P. roquejorti, cultivées sur milieu de Czapek, seraient aptes à fournir
de l'acide pénicillique, substance à forte action mitotique.

A partir d'une souche atypique isolée d'une contamination de
Cheddar, Olivigni et Bullerman [74, 75] ont obtenu non seulement
de l'acide pénicillique mais aussi de la patuline. Harwig et al. [36]
en ont obtenu, dans des souches isolées de raisin moisi, mais pas
dans celles isolées de fromage.

Plus récemment, Lafont et al. [46] ont décelé de l'acide myco-
phénolique, une substance toxique pour les leucocytes, en cultivant
in vitro certaines souches de P. roqueforti.

Des travaux se poursuivent pour déterminer le pouvoir toxino-
gène de diverses souches de P. roqueforti [47, 48, 54, 57, 67, 76, 105].
La détection des toxines se fait par des analyses physicochimiques
comme l'analyse densitornétrique UV [14] ou par voie biologique.
Outre les tests classiques sur embryon de poulet, on fait appel à des
tests faisant intervenir l'inhibition du Bacillus megaterium [67] ou
d'autres bactéries Gram + [44, 45] ou la sensibilité de protozoaires
ciliés comme le Colpidium campylum [12]. Précisons que, sélon
Demirer (11), le P. roqueforti est inapte à élaborer des aflatoxines.

CONCLUSIONS

Les consommateurs se sont, à juste titre, émus d'apprendre que
le Penicillium roqueforti dont ils connaissaient l'intérêt pour la pré-
paration d'un fromage particulièrement apprécié, pouvait élaborer
des substances toxiques. Qu'ils se rassurent, tout corrobore à prouver
que la plupart de ces mycotoxines, notamment la PR toxine, ne sont
pas présentes dans le fromage de Roquefort, même si les souches de
moisissures utilisées peuvent en produire dans des conditions de
laboratoire bien précises [15, 91]. Les rares mycotoxines détectées
dans des fromages persillés sont en si faible quantité que le dégus-
tateur de fromage ne court aucun risque,

De plus, il a même été démontré, chez le rat et chez la truite,
qu'une consommation prolongée de fromage de Roquefort ou d'ali-
ment contaminé par le P. roqueforti n'entraînait aucun risque par-
ticulier de cancer [22, 23].

Le problème est évidemment différent pour des animaux qui
consomment de grandes quantités d'ensilages altérés par le P. roque-
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[prti. On aura, dans ce cas, intérêt à limiter autant que possible le
développement de la moisissure.

Il n'en reste pas moins vrai que l'étude des diverses mycotoxines
élaborées par le P. roqueforti a apporté à la science des éléments
fort intéressants dans le domaine des dérèglements métaboliques
qu'elles provoquent, notamment dans le mécanisme des synthèses de
protéines.

Reçu pour publication en mars 1980.

Résumé

Une description du Penicillium roqueforti est donnée; les condi-
tions de développement de cette moisissure sont précisées; ses acti-
vités enzymatiques et leur rôle dans la fabrication des fromages sont
indiquées. Le P. roqueforti, utile pour certains fromages, est parfois
indésirable dans d'autres; en outre c'est un hôte fréquent dans des
ensilages et il se développe sur les bouchons dans les caves à vin;
on l'a également trouvé sur des substrats variés.

Les principales mycotoxines qu'il produit sont la PR toxine ainsi
que d'autres dérivés de l'érémophilane : les érémofortines. Ces myco-
toxines n'ont jamais été trouvées dans le fromage, où d'ailleurs elles
seraient aisément détruites en raison de leur instabilité. Des alca-
loïdes (roquefortine, isofumigaclavines), de l'acide pénicillique, de la
patuline et l'acide mycophénolique ont aussi été détectés, en faible
quantité, dans des cultures de P. roqueforti.

Summary

PENICILLIUM ROQUEFORTI,
MORPHOLOGY, PHYSIOLOGY, IMPORTANCE IN THE CHEESE MAKING, MYCOTOXINS.

(BIBLIOGRAPHIe REVISION)

A description of Penicillium roqueforti is reported with its
conditions of development, its enzymatic activities and their
importance in the cheese rnaking. P. roqueforti is useful for sorne
cheeses, but sometimes undesirable for other ; besides it is frequently
present in silages, and developed on corks in wine cellars; it has
been found on various substrates.

The main mycotoxins that it produces are PR toxin and sorne
other derivatives of eremophilan : eremofortins. These mycotoxins
have never been found in cheese where they should be easily destroyed
because of their instability. Alcaloïds (roquefortin, isofumigaclavins),
penicillic acid, patuline, mycophenolic acid have also been detected,
in small quantities in cultures of P. roqueforti.
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