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Résumé

L’ingestion des parties périphériques du grain de blé, dans lesquelles sont concentrés la
majorité des vitamines et minéraux, par la consommation d’aliments complets (farines completes, pain
complet, pates completes) constitue un atout nutritionnel évident. Cette consommation est limitée par
sa faible digestibilité ainsi que par la présence de contaminants chimiques et biologiques présentant un
risque pour la santé humaine et animale. L’0zonation du blé par le procédé Oxygreen® facilite la
digestibilité des parties périphériques du grain de blé et en élimine les contaminants.

L’objet de cette thése consiste plus spécifiquement en I’étude du potentiel décontaminant du
procédé Oxygreen® en Ochratoxine A, mycotoxine fréquemment retrouvée dans le blé et dont la
présence est limitée par une réglementation Européenne. Le traitement d’une solution aqueuse d’OTA
par I’ozone conduit a une dégradation rapide de I’OTA, sans formation de dérivés. L’ozonation du blé
contenant de I’OTA en réduit le taux de contamination. L’étude de la cytotoxicité, de la génotoxicité
in vitro révele que I’application du procédé Oxygreen® sur un blé de bonne qualité ne conduit pas a
I’apparition de phénoménes de toxicité. La connaissance des effets toxiques de I’OTA est nécessaire a
la détermination des doses maximales journalieres tolérables pour I’homme par extrapolation des
résultats obtenus chez I’animal. L’innocuité du procédé Oxygreen® ainsi que les effets d’une
exposition subchronique a de faibles doses d’OTA ont été évalués chez des rats males et femelles.
L’exposition, méme faible (40ng/kg pc/jour I’OTA conduit a I’accumulation de I’OTA dans le
compartiment sanguin ainsi que dans les différents organes. Des adduits a I’ADN sont observés dans
les reins et foies des animaux. Bien que I’exposition des rats recevant un blé ozoné soit réduite, les
études in vitro et in vivo suggerent des précautions dans I’utilisation de ce procédé pour la
décontamination en OTA du blé. Des optimisations de ce procédé sont a envisager afin d’augmenter
I’efficacité de la décontamination.

Mots clés : Ochratoxine A, Oxygreen®, ozone, toxicocinétique, décontamination, adduits a I’ADN,
mycotoxine, toxicité.

Abstract

Ingestion of complete flour or complete bread has the advantage of providing a food with a
high nutritional value (vitamins, trace elements). The consumption of these foods is limited because
bran is not easy to digest and concentrates contaminants which could impact human and animal health.
Ozone application via Oxygreen® process increases their digestibility and allows reducing the
contamination rate.

The aim of this thesis is to analyse the safety of Oxygreen® process applied on OTA
contaminated wheat. OTA is a nephrotoxic and carcinogenic mycotoxin; its amount in food is
regulated by EU community. The treatment of an aqueous OTA solution by ozone rapidly destroys
OTA without generating new derivatives. In the same way, ozone applied on wheat reduces OTA
level. In vitro analyses of cytotoxicity and genotoxicity reveal that Oxygreen® process applied on high
quality wheat does not lead to any toxic effects. Oxygreen® safety and the effects of low OTA
exposure were investigated in a sub-chronic study on male and female rats. Even with exposure as low
as 40 ng/kg bw/day, OTA accumulates in blood and organs, leading to DNA adducts formation in
target organs (liver and kidney). The reduction of rats exposure does not result in the total decrease of
OTA toxic effects. This study suggests to take care about Oxygreen® use in view of mycotoxin
decontamination, and to optimize the process.

Key words: Ochratoxin A, Oxygreen®, ozone, toxicokinetic, decontamination, DNA adducts,
mycotoxin, toxicity.
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Présentation du sujet

Les consommateurs, tributaires jusqu’aux année® 85 la seule production alimentaire,
expriment désormais de nouvelles attentes, complexevariées (sécurité, diversité, plaisir, santé,
facilité d'usage, prix...). Les situations de crigésentes (dioxine, vache folle..) dues a une sur-
médiatisation ont résulté en une "diabolisation!@énentation.

En effet, face a ces risques alimentaires et adigance d'un sentiment d’insécurité, les
consommateurs sont de plus en plus demandeurs adielifsr sains dont la qualité et la sécurité
alimentaire sont garanties. Il convient de prendirerecul, et de bien faire la distinction entre la
présence d’'une substance potentiellement toxigne liment et le risque réel.

L'objet de cette these s'integre dans cette probti&me de qualité et de sécurité alimentaire en se
focalisant sur la contamination des céréales parttxines de moisissures: les mycotoxines,
contaminant biologique a I'origine du développenammaladies chez I'homme et I'animal.

Un aliment est considéré comme sain si celui-abmépaux critéres suivants :

présenter un intérét nutritionnel

étre exempt de danger pour la santé humaine eaénim

Le blé, céréale la plus consommée par ’lhomme qusoit sous forme brute ou transformée, est
un aliment sain dans la mesure ou il présente @@méinnutritionnel particulier. En effet, celui€st
riche en protéines et en glucides tout en contribaain faible apport lipidique. De plus, il esthe en
sels minéraux, en acides aminés essentiels etamines. Ces divers micro-éléments sont concentrés
dans les parties périphériques du grain de blémt de ce fait retrouvés principalement dans les
aliments complets tels que le pain et les pategpliins.

Une limite a cet intérét nutritionnel réside damddit que les parties périphériques du grain de
blé, éliminées lors de I'obtention de farines bles; concentrent également divers contaminants
d’origine biologique (micro-organismes, mycotoxinesu chimiques (pesticides, Hydrocarbures
Aromatiques Polycycliques, métaux lourds) pouvaésenter un risque pour la santé humaine.

Le but de notre travail était de déterminer si fecpdé Oxygreen®, qui consiste en un
traitement du blé par 'ozone, pouvait étre uneone a ce paradoxe entre nutrition et santé. Nous
avons cherché a voir si lI'ozonation du blé permétiniination des contaminants, et plus
particulierement celle d’'une mycotoxine, sans alt@s propriétés nutritionnelles du blé.

Il s’agit, au cours de cette étude, d’évaluemibouité du procédé Oxygreen®, quand celui-ci
est appligué dans un but de décontamination duebléchratoxine A, mycotoxine contaminant
fréquemment les céréales. Le choix s’est portdasdécontamination du blé car c’est un aliment de
base de I'alimentation humaine et animale et qwiitribue a 50% a I'exposition de ’homme a cette
mycotoxine.

Dans la premiere partie de la revue bibliographigugus évoquerons les caractéristiques
chimiques et biologiques du blé, caractéristiquésdgivent étre prises en compte lors du traitement
du blé par le procédé Oxygreen®. Nous exposerosissi@ndards de qualité, définis au niveau
Européen, auxquels il est nécessaire de se réhfirerde développer un produit conforme a la
demande et ayant des acquéreurs potentiels suarichénnational et international. Par la suite, nous
présenterons I'Ochratoxine A (OTA), mycotoxine ptaquelle le potentiel décontaminant du procédé
sera évalué. Nous aborderons plus particulieremesntisques qui peuvent étre liés a l'ingestion de
'OTA, et décrirons les voies conduisant a lI'expiosi humaine a cette toxine. Comme nous le
verrons, cette mycotoxine n'est pas détruite aursades procédés de transformation agro-
alimentaires, et peu de solutions efficaces sonteldgpées pour limiter la survenue des
contaminations ou décontaminer les produits finis.

Le procédé, qui consiste a appliquer un flux d’@zeur le blé contaminé, peut étre une solution
a ce probléme. L'ozone a des propriétés bactéscmid sont déja exploitées dans le domaine
alimentaire. Nous présenterons les propriétésatetie, et nous définirons les parametres d’ozamatio
utilisés dans le cadre du procédé Oxygreen®. Apedte introduction générale, ayant pour objet de
situer le sujet dans la problématique actuelle srgveloppons les techniques utilisées ayant permis
I'obtention des résultats décrits en derniere parti

Nous avons testé le potentiel décontaminant deoiezquand celui-ci est appliqué sur une
solution pure de mycotoxine, ou dans le cadre dagué Oxygreen®, quand celui-ci est appliqué sur
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du blé contaminé en OTA. Afin de pouvoir évaluertdaicité résiduelle, nous avons tout d’abord
étudié les effets toxiques liés a une expositiob-cduonique a 'OTA. Cela nous a permis de
confirmer la différence de susceptibilité entre enéll femelle. L’innocuité du procédé a été testge s
deux modelesin vitro etin vivo. L’étudein vitro nous a permis de mettre en évidence l'importance
que revét la qualité du blé vis-a-vis de l'innoéuilu procédé. L'étudim vivo a été réalisée chez des
rats de la race Dark Agouty recevant les lots ds lobntaminés en OTA et traités ou non par le
procédé Oxygreen®. Nous verrons que selon la oelaéffet-dose observée, la diminution de
I'exposition réduit proportionnellement ou non feftoxique.

En conclusion de ce travail, nous évoquerons lesailtes qui pourront étre envisagés pour
I'utilisation de ce procédé, ainsi que les optirtisss qui devront étre apportées. Les résultats de
I'étude de I'exposition sub-chronique a I'OTA seratiscutés, ceux-ci ayant mis en évidence
I'apparition d'effets toxiques pour des doses dusifion modérées qui jusqu’a présent avaient été
considérées comme inférieures a la dose seuilet’eff
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1. Le BIé, caractéristiques, aspects nutritioneelsormes de
gualité

1.1 Le blé, description et caractéristiques

Actuellement, le blé est la céréale la plus pradeit la plus consommée en Europe. Il existe
aujourd’hui plus de 20000 variétés de blé au niveandial, variétés adaptées a différents milietix, e
développant une résistance envers certains patesgéinmaladies du blé. Au niveau mondial, la
production de blé arrive en seconde place, aprésls.

1.1.1 Eléments de botanique et morphologie

Le blé est une plante herbacée monocotylédonepparaent au genré&riticum de la famille
des graminées. Les deux especes qui dominentesbhd tendre et le blé dur. Ce fruit sec est ctrésti
d’une graine unique intimement soudée a I'envelogpdruit qui la contient. Sur I'épi, le grain est
entouré d’enveloppes qui n'adherent pas a la grairgui sont éliminées au moment du battage. La
structure du grain de blé est présentée ci-dessous.

Silion

Couche & aleurone

Albuman amylacd B EEE Bande hyaline
: Testa
- Callules ubulaires rv_’ér'cafne
Soulellum ———— Cellules ransversales i
Ganma
iy —,— Péricarpe exierne
embryonnaine
Figure 1. : Structure du grain de blé (d’aprés Surget & Barr@005)

D’un point de vue morphologique, le grain de blére forme ovoide et présente sur la face
ventrale un sillon qui s’étend sur toute la longudula base dorsale du grain, se trouve le geruie g
est surmonté par une brosse. Le grain de blé mesdire 5 et 7 mm de long, et entre 2,5 et 3,5 mm
d’épaisseur, pour un poids compris entre 20 et §0Lm grain est constitué de différentes couches ;
ainsi, de la surface externe vers le centre dungaai trouvera I'enveloppe du fruit ou péricarpeisp
I'enveloppe de la graine ou testa, et enfin, &dliireur de la graine, la bande hyaline, I'albumtlee
germe.

1.1.2 Composition des différents tissus du blé (Sget & Baron, 2005)

Chacun des tissus du blé a une composition gessiupropre.

Le péricarpe est divisé en deux composantes :riegoge interne et le péricarpe externe. Ce
dernier est constitué majoritairement de cellulasbémicellulose (pentosanes) et de lignine. Le
péricarpe interne est formé de trois couches ed@lkd, les cellules intermédiaires, les cellules
transversales et les cellules tubulaires ou engecar

La testa, enveloppe de la graine, est constituéaledex couches cellulaires, et contient
majoritairement les pigments et des composés tjpas.

L’'albumen est constitué de deux tissus bien digtinda couche a aleurone et I'albumen
amylacé plus interne. La couche a aleurone, righeretéines et en lipides, renferme en outre
d’'importantes quantités de micronutriments (mingrauitamines et antioxydants). L’albumen
amylacé est constitué d’amidon enchassé au seimedmatrice protéique plus ou moins dense.
L'essentiel de I'albumen amylacé se retrouve dasddrines et semoules aprés mouture du grain.
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Enfin, le germe constitue I'ébauche de la futuenf#. Celui-ci est riche en protéines, en lipides
et contient également des minéraux et des vitamines

La composition moyenne en protéines, en glucidesipales et en éléments minéraux du grain
de blé, dans son ensemble, est telle que décritelddableau 1.

Nature du composant Teneur en % de la matiére s¢che

Protéines 10-15

Amidon 67-71

Pentosanes 8-10

Cellulose 2-4

Sucre libre 2-3
Lipides 2-3

Matieres minérales 1,5-2,5
tableau 1. : Composition du blé en divers éléments exprim&esur la matiere séche. D’apres Feillet, 2000

1.1.3 La couche a aleurone, un tissu particulier dblé

La couche a aleurone est la couche histologiquetesita la périphérie de la graine, entre
'albumen amylacé et les enveloppes (pour une rei&owineet al, 2002). Elle est, avec I'embryon,
I'unigue tissu vivant dans la graine mature, enprson développement au cours de la germination.
Cette couche assure deux fonctions : la premidreires fonction de protection assurée grace a sa
structure pariétale résistante. La seconde estfamaion nourriciere assuréda le stockage de
métabolites et la synthése d’enzymes d’hydrolyserdeerves. Cette couche renferme des quantités
importantes de molécules présentant un intéréitionmel. La couche a aleurone appartient, d’'un
point de vue histologique, a I'albumen mais eshi#&lée en meunerie avec les fractions d’enveloppes
(sons). Celle-ci présente un intérét nutritionreatipulier, étant riche en minéraux, en vitamineere
acides aminés essentiels.

La couche a aleurone du blé est formée d’'une sewilehe de cellules. Les cellules contiennent
des structures sphériques, ou grains a aleuronstitt@s d’'inclusions de phytates, dites de typ |,
d’inclusions de niacine, dites de type Il. Les irsbbns de type | sont formées d’acide phytiquedéqu
chélate les minéraux bivalents comme le magnédeiroalcium, ou le fer pour former les phytates.
Ceux-ci constituent une forme de réserve de phospbbde minéraux. Au cours du processus de
germination, des enzymes de type phosphatasgshytsses, vont hydrolyser les phytates, libérant le
contenu minéral. Les inclusions de type Il sont posées de niacine, complexe de vitamine PP et de
protéines. La couche a aleurone est une importsoiece de thiamine (vitamine B1), de niacine
(Vitamine PP) et de folates (Vitamine B9) : 100 g abuche a aleurone permettent de couvrir les
besoins journaliers en ces 3 vitamines. Elle cantégalement des vitamines liposolubles dont la
vitamine E. En outre, la couche a aleurone conegpitis de 40% des minéraux du grain. Enfin, le
dernier intérét nutritif de la couche a aleuroneliésau fait que, les protéines qui la constitusont
riches en acides aminés essentiels, notammensilzelypeu présent dans les protéines de I'albumen
amylacé.

Le tableau 2 ci-aprés résume les teneurs en vie@hen minéraux de la couche a aleurone.
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Elément mg/100 g de couche a aleurone seche
Vitamine B1 1,6
Vitamine B2 0,3
Vitamine B3 24
Vitamine B6 0,3
Vitamine B9 0,8
Vitamine E 2
Potassium 1600
Phosphate 1140
Magnésium 530
Manganese 101
Calcium 55
Fer 27
Zinc 8,3
tableau 2. : Teneur en vitamines et en minéraux de la couctaearone (mg pour 100 g de couche a

aleurone) d’'apres Lopez et al, 2001.

Ainsi, la couche a aleurone présente un intéréitimumnel évident. Cependant, I'accessibilité
de ces micronutriments reste limitée. Au cours docgssus de mouture, la couche a aleurone
conserve sa structure pariétale rigide. Ces patysawles pariétaux (fibres), lesquels ne sont que
partiellement digérés par les enzymes de la diggstionstituent une barriére a la libération des
vitamines et des minéraux. En outre, la présensepbgtates, chélateurs des sels minéraux, limite la
biodisponibilité des nutriments.

Le développement de procédés permettant d’augmeéateessibilité & ces micronutriments
présente un intérét : ceux-ci permettent d’enridniectement les farines en ces éléments ou, de les
purifier, afin de les réintroduire a la demande sd&nchaine de transformation du blé. Le procédé
Oxygreen® a pour effet de faciliter la digestiléildes parties périphériques du grain de blé.

1.2. Les criteres de qualité du blé

1.2.1 Les critéres de qualité du blé au niveau moiad

La norme CODEX STAN A99-1995 définit les critéres gualité pour le blé tendfEiticum
aestivumL. et pour le blé durTriticum durum Ces criteres de qualité sont des criteres viaant
garantir la sécurité alimentaire, et concernentledgant des critéres technologiques, gustatifs et
olfactifs. Les teneurs maximales autorisées, eardigcontaminants tels que des céréales autregque |
blé ou des matiéres organiques et inorganiquesgéiras, dans le blé sont présentées ci-apres.

Taux
éléments définition maximal
autorisé
- Eau 14,5% m/m
- Sclerotium du champignon Claviceps purpurea 0,05% m/m
- graines crotalaires, nielles de blé, stamoines et
. - . 0 ou teneur
autres variétés de graines généralement navant pas
reconnues comme dangereuses pour la santé - yant p
. d’'impact sur
- métaux lourds .
L . la santé
- résidus de pesticides
- Souillures Impuretés d’origine animale 0,1 % m/m
- Matiéres organiques étrangéresSUbS‘tanC(.es de type organique dlffe,rentes_L’S % m/m
des graines comestibles des céréales
- Matiéres étrangeéres inorganiques Pierres, poussiéres 0,5% m/m
tableau 3.  : Critéres de qualité du blé tendre et du blé durraveau mondial. D’aprés norme CODEX 199-
1995
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Les produits dérivés du blé sont égalgrseumis a des criteres de qualités qui ne sgasit
décrits en détail ici. La norme CODEX STAN 152-1988pplique a la farine de blé tendre, non
compléete, et destinée a l'alimentation humaineetejuelle, ou, destinée a I'utilisation pour la
confection d’autres produits alimentaires. De méfaepnorme CODEX STAN 178-1991 fixe les
critéres de qualités applicables sur la farine léedior et la semoule de blé dur. Elle s’applique au
semoules de blé, y compris la semoule complétesi ajp’a la farine de blé dur, destinées a
I'alimentation humaine sous forme emballée et pééke vente, ou destinées a I'emploi dans d’autres
préparations alimentaires. Enfin, la norme CODEXARTL63-1987 concerne les produits a base de
protéines de blé (PPB) incluant le gluten de blé.

Ainsi, il apparait que les criteres de qualité di&, bléfinis par les normes CODEX, tiennent
compte des contaminations en pesticides, champsygrmn mycotoxines du blé. L'utilisation d’'un
procédé permettant I'élimination de ces contamatttut en respectant les propriétés gustatives et
technologiques ainsi que les autres criteres dit@uaermettra d’accroitre la qualité du blé sedims
criteres reconnus au niveau mondial, et permettfatention d’'un blé compétitif sur le marché
international.

1.2.2 Les standards de qualité en Europe

Les standards de qualité du blé en Europe somiidéfans I'annexe 1 du reglement CE N°
824/2000 de la commission du 19 Avril 2000. Ceteeb sont rappelés dans le tableau 4.

| Type de blé Blé dur | Blé tendre |
| A. Teneur maximale en humid 14,5% | 14,5% |
B. Pourcentage maximal d'éléments qui ne sont pazéréales de ba 12% 12%
de qualité irréprochable dont au maximurn :
- grains brisés 6% 5%
- impuretés constituées par des gre 5% 7%

- grains échaudés -

- autres céréales 3% -

- grains attaqués par desdatéur - -

- grains présentant une cat@n du germ¢ - -
- grains chauffés par séchhge 0,5% 0,5%

- grains mouchetés et/ou fusarlés 5% -
- grains germés 4% 4%
- impuretés diversdgs 3% 3%
- graines étrgares - -
- nuisiblgs 0,1% 0,1%
- grains avari¢s - -
- grains détériorés par chiage et séchage bruthl  0,05% 0,05%
-ergqt  0,05% 0,05%

- insectes morts et fragmelitssecteq - -

C. Pourcentage maximal de grains mitadinés, mémgeflament 27%

D. Teneur maximale en tarl -

I |
I I |
| E. Poids spécifique minimal (kg/lil) 78 | 73 |
| F. Taux minimal de protéinesl - | - |
| - Campagne 2000-2041  11,5% | 10% |
| - Campagne 2001-202  11,5% | 103% |
| - Campagne 2002003 et suivante] ~ 11,5% | 105% |
| G. Temps minimal de chutes en secondes (HagIJerg) 220 | 220 |
| H. Indice minimal de Zélény (nII) - | 22 |

tableau 4. : Critéres Européens de qualité sur le blé duregblié tendre
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Ces standards de qualité vont permettre de déterdairvaleur commerciale d’'un lot de blé. Le
blé mis sur le marché, doit étre « de qualité sdoyale et marchande » et doit pour cela répoadre
criteres de qualité énumérés dans le tableau 8.p2malités sur le prix de vente du blé seront
appliquées, en considérant les valeurs obtenuescpsudifférents critéres.

1.3 La transformation du blé dans les procédés agto
alimentaires

1.3.1 Méthode de transformation du blé

Les principales formes d’utilisation du blé sonfdene pour le blé tendre, et la semoule pour le
blé dur. Les différentes filiéres pour la valorisatet I'exploitation du blé sont présentées suigare
2.

E \
E EXPORTATIONS
i ----|DMPORTATIONS
S 12 transform ati
b8 A 2™ transformation
i H '
i e Meunene > Boulangerie
3 ! Fabrication Pites alimentaires
g Bl o d'alimentation
” é\i % E% ) animale Autres industries
: i m imentaires
28 |EEEE % dimenta
g IRl (=S 2R Semoulerie =T
Z &, o i Brasserie
« | e > —
I Malterie |||  Fatisserie,
5 g biscuiterie
Amidonnene [— @ lt;lcllusmes‘ fon
imentaires
— Fluxz de blé tendre
——p= Flux de blé dur
#Flux de blé tendre et de blé dur
Figure 2. Filiére de transformation francaise du blé d’apiésdocument du conseil national de

I'alimentation, Céréaliers francais, « présentatida la filiere céréaliere francaise ».

Une part du blé produit sera destinée a I'expamati’alimentation animale et a la premiére
transformation  (Meunerie, semoulerie...). En secondmsformation, le blé est utilisé en
boulangeries, patisseries ainsi que dans d’auttessiries alimentaires et non-alimentaires.

Le procédé de premiére transformation du blé cotapalusieurs étapes. La cargaison de blé
produite sera déchargée au niveau des silos deaggwcpour les cas ou celle-ci répond au cahier des
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charges évoqué précédemment. La mise en silo Herduée aprés nettoyage et dépoussiérage des
grains. Au cours d'une seconde phase de nettoyadéedjuste avant la mouture, les métaux, pierres,
roches, graines et pailles sont éliminées. Une ¢eis opérations terminées, le blé est humidifié
(conditionnement) pour atteindre un taux final dfidité compris entre 16 et 18%. Le blé est alors
prét pour la transformation, par mouture, en fadnen semoule. Le principe de la mouture conaiste
passer le blé successivement dans des broyeur$ dgancaractéristiques différentes. Les grains
passent entre deux cylindres cannelés tournanems iaverse et a des vitesses différentes. Plus on
descend dans la ligne de broyage, plus les camsetles cylindres deviennent fines et rapprochées,
cette opération permettant de séparer I'enveloppd’aimande. Des broyeurs a cylindres lisses
permettent d’obtenir les produits les plus fingiffas). La séparation et la purification des priglui
obtenus sont réalisées par un systéme de tamisitlage de plus en plus petit.

Les étapes du procédé de mouture ne doivent pagoditiamentalement modifiées ou génées
suite a I'application de nouveaux traitements sublg, tels que ceux visant a I'amélioration de la
gualité sanitaire du blé.

1.3.2 Les secteurs d'utilisation du blé

Le blé peut trouver quelques applications dansddesaines non alimentaires comme celui de
la cosmétique, ou de I'amidonnerie (fournissant despiers peints, bioéthanol, enrobages
d’engrais...), cependant le principal débouché a$itientation humaine et animale.

1.3.2.1 Utilisation du blé en alimentation humaine

Dans l'alimentation humaine, la principale voiettinsformation de la farine de blé tendre est
la fabrication du pain. La composition traditiorieedu pain est de 100g de farine de blé tendrey 60
deau, 1,8 a 2,2 g de sel et enfin, 1 a 2% de &vua composition de la pate a pain pourra varier
autour de cette recette standard en y ajoutantudtesdu beurre et de la poudre de lait pour
I'obtention de pain viennois ou de pain de miesaque des additifs ayant pour objectif de conférer
des propriétés particulieres a la farine et au.plaiprocédé de fabrication du pain comprend 4
principales étapes qui sont respectivement le gs&tge, le faconnage, la fermentation au cours de
laquelle la pate doit tripler de volume, et enfanguisson.

La farine obtenue a partir de blé tendre doit adeis caractéristiques telles que celle-ci soit
panifiable, et que le produit fini ait des caraistigues visuelles et gustatives conformes a endit.

Le pain obtenu sera noté selon 3 grandes famidesiteres qui concernent la pate, la mie et le pai
fini.

La principale utilisation du blé dur concerne larfaation des pates alimentaires, qui pourront
étre fraiches, semi-fraiches ou séches. Pour fection des pates, la semoule de blé dur est métang
a de l'eau et du sel. Les étapes de mélange, d®air ainsi que de séchage permettent d’achever la
transformation de la semoule de blé dur en patdsese

1.3.2.2 Utilisation du blé en alimentation animale

Le blé, outre ses applications en alimentation hoeyaest largement utilisé en alimentation
animale. L'utilisation du blé en alimentation anlmast prédominante dans les pays industrialisés.

L'utilisation du blé en alimentation animale perntetalorisation de sous-produits tels que les
sons et rémoulages, non utilisés en alimentationadne. Les sons, remoulages et « farines basses »
représentent 1,5 millions de tonnes en France. leé@rét dans I'alimentation animale, consommeés
sous forme de poudres ou granules, est lié augfgdils contiennent des vitamines, protéines et
minéraux en quantités intéressantes (cf paragragh#.3). D’'un point de vue protéique, les sons et
remoulages ont une valeur biologique supérieurella du gluten, la valeur biologique des protéines
étant déterminée par leur richesse en acides arssgEntiels. Le blé, bien que pauvre en lipides,
contient des acides gras de types oméga 6 eté3egsiants d’'un point de vue nutritif, et concentrés
dans le germe et les couches périphériques, pétimeimées avec le son.
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1.4 La consommation de blé : un paradoxe entre nution et
securité

Le programme National de Nutrition et de Santécdaan 2001, a pour objectif d’améliorer la
santé de la population en jouant sur la nutritiom.rapport du Haut comité de Santé publique sur
I'alimentation des francais, en 2000, a mis en éwe une carence de la population en glucides
complexes, des déficiences nutritionnelles en presevégétales, des déficiences en de nombreux
minéraux, oligo-éléments et vitamines ainsi gu'ocaeence en fibres.

La consommation de céréales, et en particuliel@eskaccorde avec ces objectifs nutritionnels,
celles-ci étant une source de glucides complexes lds fibres, de protéines vegétales, vitamines et
minéraux, tout en contribuant a un faible appgitlique. Cependant, afin de répondre a ces obgectif
nutritionnels, il est nécessaire d’augmenter lasoammation en parties périphériques du grain, source
privilégiée de fibres et de minéraux.

La mouture consiste a extraire le maximum dalbumamylacé sans quil y ait
« contamination » par les parties périphériquegidin. D’'une facon générale, les farines ont une
teneur en cendre inférieure & 0,6%, permettanf@dade garantir une bonne valeur technologique de
celles-ci mais également d'offrir des propriétégamoleptiques appréciées des consommateurs. Les
aliments céréaliers obtenus a partir de ces fanneé&n revanche une faible densité nutritionnetie
micronutriments. Des farines, ayant un taux d'etioa plus élevé, sont commercialisées. Leur teneur
en cendre est comprise entre 0,85% et 1,5% : celssrarines de type complétes, dont la valeur
nutritionnelle est plus élevée. Cependant, ell&sgnmtent I'inconvénient de moins bien réagir au
procédé de panification, conférant un faible vollang pains. Ces farines complétes, riches en partie
périphériques du grain, ont des propriétés nutmt@les attrayantes. Cependant, le paradoxe réside
dans le fait que I'extraction des parties péripgées du grain contribue a 'augmentation de laurale
nutritionnelle mais également a I'augmentation ae€dntamination par des substances chimiques et
biologiques présentes a la surface du grain.
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2. Un contaminant biologique du blé : 'OchratoxinA

2.1 Présentation de I'ochratoxine A

2.1.1 Définition et origine des mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaiess;a-dire que celles-ci sont produites par le
champignon de facon non nécessaire a son dévela@mpe@elles-ci peuvent présenter une diversité
structurale importante et leur structure chimiqeé souvent complexe (Siret al, 1989 ; Betina,
1994 ; Steyn, 1995). Il est souvent difficile darlattribuer un réle physiologique direct, cependan
certaines fonctions leur ont été attribuées dansmétabolisme des microorganismes, comme la
détoxification des substances accumulées au cauraéfabolisme primaire, I'intervention dans les
processus de différenciation cellulaire, ou la riggoaux conditions environnementales (Luckner,
1984). Cing genres de champignons, dits toxinogésrgda capacité de produire des mycotoxines ; il
s'agit des genre€laviceps,Alternaria, Penicillium, Aspergilluset Fusarium (Miller & Trenholm,
1994). Ces moisissures et leurs mycotoxines assycé®nt susceptibles de contaminer I'aliment tout
au long de la chaine de production, du champ &i#te du consommateur. Les champignons
toxinogenes peuvent étre divisés en 4 groupes rastiém du moment ou ceux-ci se développent sur
I'aliment. On distinguera ainsi les pathogenesadgldnte, les champignons poussant et produisant de
mycotoxines sur des plantes sénescentes et sgedsSechampignons colonisant la plante et
prédisposant celle-ci a la contamination par lesatoxines a la récolte, et enfin, les champignaris g
prolifereront au moment du stockage des denrées (p@ revue voir Le Bars, 2002).

Parmi I'ensemble des mycotoxines qui peuvent é&teouvées sur les aliments, seulement
certaines contaminent l'alimentation humaine etstituent de ce fait, un risque pour la santé. Les
plus importantes sont les aflatoxines, I'ochratexty la zéaralénone, les fumonisines, la citrinlae,
patuline, l'acide pénicillique, et les trichotécérf®’Mello & Mc Donald, 1997 ; Scudamore &
Livesey, 1998, Pfohl-Leszkowicz, 1999a ; 2002 ;hHRiceszkowicz & Castegnaro, 2002 ; Bennet &
Klich, 2003). Les denrées alimentaires contamiisées les matieres premieres comme les fruits et les
fruits secs, les céréales, mais également lesuppsadansformés comme le pain, la farine, lespéte
les jus de fruits. Quelques exemples de contanoimsiten moisissures et mycotoxines des denrées
alimentaires sont présentés dans le tableau 5.

Denrées Espéces toxiques contaminantgs Mycotoxatmple
Blé, farine, pain, mais, chips Aspergillus flavAsochraceus, A. Aflatoxines, Ochratoxines,
versicolor, Penicillium citrinum, P. Stérigmatocystine, Acide
citreoviride, P. cyclopium, P. Penicillique, Patuline
martensii, P. patulum, P. pubertum,
Fusarium moniliforme
Arachides, noix Aspergillus flavus, A. ochraceus, A Aflatoxines, Ochratoxines,
versicolor, Penicillium citrinum, P.| Stérigmatocystine, Trichotécénes,
expansum, P. cyclopium cytochalasines, patuline
Pommes et produits dérivés Penicillium expansum ulipat
Tourte a la viande, viande cuit¢, Aspergillus flavus, Penicillium Aflatoxines, Ochratoxines,
fromage, cacao, houblon veridicatum, P. roquefortii, P. Stérigmatocystine,, Patuline, Acide
patulum, P. commune Penicillique
Viandes, porc salé, fromage Aspergillus flavuspéhraceus, A. Aflatoxines, Ochratoxines,
versicolor, Penicillium veridicatum,| Stérigmatocystine,, Patuline, Acide
P. cyclopium Penicillique, Penitrem
Féeves, orge, mais, sorgho, soja Aspergillus flatuschraceus, A. Aflatoxines, Ochratoxines,
versicolor, Alternaria, Fusarium Stérigmatocystine, Alternariol,
moliniforme, Penicillium cyclopium,|  griséofulvine, Patuline, Acide
P. viridicatum, P. citrinum, P. Penicillique, Citrinine
expansum, P. islandicum, P. urticge
Poivre noir, poivre rouge, pates Aspergillus flaulisochraceus Aflatoxines, ochratoxines
tableau 5. : contamination en moisissures et en mycotoxinedivdses denrées alimentaires (CAST, 1989)
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Ainsi, une méme denrée peut étre sujette & de ptadticontaminations. De plus, un
champignon toxinogenes peut produire plusieurs toy@oes, et des mycotoxines identiques peuvent
étre synthétisées par des champignons de genreesiéces différentes. La présence de ces
champignons toxinogenes sur une denrée n'est paEsserement le signe d’une contamination par
des mycotoxines : la production de mycotoxines lpachampignon aura lieu uniqguement si les
conditions environnementales favorables a cettdaogination sont réunies. Ainsi, les parametres
environnementaux tels que le taux d’humidité, langérature, la présence d'oxygéne ou la
composition du substrat, conditionneront le dévedmpent des moisissures et la production de
mycotoxines (pour une revue, voir Ominghial, 1994 ; Pfohl-Leszkowicz, 1999b, 2002 ; Le Bars,
2002).

Selon I'Organisation Mondiale de la santé, pré28¥% des denrées sont contaminées par des
mycotoxines, celles-ci étant responsables de peartemomiques non négligeables (Mannon &
Johnson, 1985).

Parmi ces mycotoxines, 'Ochratoxine A a retenuaattention et est présentée de fagon plus
détaillée ci-apres.

2.1.2 Présentation de I'ochratoxine A

2.1.2.1 Caractéristiques biochimiques de I'Ochraitosx A

L'ochratoxine A, ou OTA, a été isolée pour la prémi fois en 1965, par un groupe de
chercheurs sud-africains a partir d’'un isaaspergillus ochraceugvan der Merweet al, 1965 a &
b).

Elle est constituée d’'une molécule de 3-méthyl-lBrh8-hydroxy-3,4dihydroisocoumarine,
liée par une liaison peptidique, au niveau de songement carboxyle en C7, au groupement amine
de la L$-phénylalanine (figure 3).

O\nnoc 0 OH O

| |

- NS

- N S 0

Figure 3. : structure de I'Ochratoxine A

Il existe d’autres ochratoxines comme I'ochratoxihéOTB) qui est le dérivé non chloré de
I'OTA, et I'ochratoxine C (OTC) qui est son estehydique. Ces différences de structure, bien que
minimes, ont des effets marqués sur leur potettidbjue respectif. L'OTA est a la fois la plus
répandue et la plus toxique.

L'OTA est un solide blanc de masse molaire 403rBofg, ayant un point de fusion de 90°C
lorsqu’elle est cristallisée dans le xylene. Soectie d’absorption UV varie avec le pH et la paéari
du solvant. L'OTA possede un maximum d’absorptioB38 nm, avec un coefficient d’extinction
molaire de 5 500 mdlcmi® dans le méthanol.

Les conditions de production de cette molécule déatites ci-apres.

2.1.2.2 Production de I'OTA

L'OTA est un métabolite secondaire élaboré parrdese moisissures des genfespergilluset
Penicillium La production d'OTA est liée aux conditions depérature, d'humidité ambiante, et de
teneur en eau du support contaminé (Pitt, 1987r poe revue, voir Magan & Aldred, 2005). Les
valeurs minimales d'humidité pour la productionTdCoscillent entre 0,83 et 0,90, en fonction de la
moisissure étudiée (Northolit al, 1979). La température optimale de production '@ A, par
Aspergillus ochraceugst de 28°C, bien que la production puisse aiiréntre 15 et 37°C. (Trenk
et al, 1991). Au contraireRenicillium viridicatumcroit dans une gamme de température qui varie de 4
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a 30°C, en présence d'une humidité de 22% (Miskv@wite, 1970). Dans les régions froides, lOTA
est donc plutét produite par d€enicillia, alors que dans les régions chaudes, ce sontt pagd
Aspergillii qui la synthétisent (Pohlaret al, 1992 ; Miller, 1995). La production d'OTA estdié@ la
physiologie propre & chacune des especes et aamptaes écologiques. En Europe et au Carfada,
verrucosumest considéré comme la principale moisissure mtoide d’'OTA dans les céréales
(JECFA, 2002 ; Magan & Aldred, 2005). L'OTA se famait préférentiellement sur les aliments
plutdt acides (Cuero& Smith, 1987). Les concerdregien OTA, retrouvées dans les aliments, sont
trés variables et sont comprises entre quelqudgyrjgéqu'a plusieurs dizaines de mg/kg (Krogh,
1987 ; Kuiper-Goodman & Scott, 1989).

Les moisissures produisant I'OTA, peuvent égalementiuire d'autres toxines, ou cohabiter
avec d'autres moisissures produisant des toxifii€sedites comme la citrinine ou I'aflatoxine (Kiog
et al 1973, Parket al, 2002) . Un phénoméne de synergie avec I'OTA pleac se produire et
compliquer l'analyse des effets toxiques, ceux&ipouvant étre exclusivement attribués a 'OTA
(Kanisawa, 1984 ; pour une revue, voir Pohlahdl, 1992 ; Pfohl-Leszkowicet al, 2002a ; Molinié,
2004).

La présence d'OTA dans les aliments représenteanget pour la santé humaine et animale.
Les conditions d’exposition de 'homme a cette nexiainsi que les différents aspects toxiquesaliés
son ingestion, sont présentés dans le paragrapfansu

2.2 L’OTA un risque pour la santé humaine et animée

2.2.1 Toxicocinétique et toxicité de 'OTA
2.2.1.1 Toxicocinétique de 'OTA

2.2.1.1.1 Absorption de I'OTA et demi-vie dansdmpartiment sanguin

L’OTA, une fois ingérée, est partiellement absoraéeiveau stomacal par diffusion passive de
la forme non ionisée (Lillehogt al, 1979 ; Galtieret al, 1981 ; pour une revue, voir Ringet al,
2006) Cependant, ce mécanisme passif ne contribue guéafaible absorption de I'OTA. Le
principal site d’absorption est au niveau intedtiret plus précisément, au niveau de la partie
proximale du jéjunum (Kanisawa & Suzuki, 1990¢ pourcentage d’absorption de 'OTA au niveau
de l'intestin est respectivement de 66 ; 56 ; 580e% chez le porc, le rat, le lapin et le pouBiZuki
et al, 1977 ; Galtieet al, 1979,1981). Elle est ensuite distribuée aux difiés organesia le systéme
porte et le foie. Elle suit le cycle enterohépatifiiumagai & Aibara, 1982 : Rott al, 1988 ; Fuchs
et al, 1988b). On retrouve peu d’OTA sous forme libraglee sang. En effet, 'OTA a une tres grande
affinité pour certaines protéines plasmatiques aekes elle est fixée a 90 % (Hagelbetgl 1989)

Elle se fixe sur I'albumine sérique et sur une mawlécule sérique non identifiée d’'un poids
moléculaire de 20 KDa. (Galtiet al, 1979 ; Stojkovicet al, 1984 ; II'lchevet al, 2002a). La fixation

de I'OTA a ces protéines est un phénomene satyrabée une saturation atteinte pour des taux de
quelques centaines de pg/ml (Galgeal, 1979) Le mécanisme par lequel 'OTA se lie aux protéines
est mal connu. Une étude rapporte que I'OTA, souwné de di-anion, est liée au niveau de deux sites
de fixation sur I'albumine sérique (I'lcheet al, 2002b). D’aprés ces auteurs, ces deux sites de
fixation appartiennent aux sous-unités IIA et |18 lthlbumine sérique. lls ont également montré que
ces liaisons pouvaient étre déplacées par différégands anioniques, tels que l'aspartame, la
phénylalanine, et les anti-inflammatoires non sthems (II'ichevet al 2002a). Cette fixation retarde

le transport de I'OTA vers les différents orgareggmente sa demi-vie dans le compartiment sanguin,
et, contribue par conséquent au développemeneffiels toxiques chroniques de cette toxine. Le
profil toxicocinétique de I'OTA varie beaucoup emé€tion de I'espéce. La demi-vie d’élimination de
I'OTA, aprés administration par voie orale, sermpdse entre 0,68 heures chez le poisson et 2§ jour
pour le singe (pour une revue, voir Stgrmer, 1980, est estimée a 75-120 heures chez le pone ent
55 et 230 heures chez le rat et entre 24 et 2®b@lez la souris (Starmer, 1992 ; Zepmtikl 2003).
Chez 'homme, la demi-vie d’élimination de 'OTAtemncore plus longue, et a été estimée a un mois.
En outre, I'élimination de 'OTA a été décompos@edeux phases, I'une rapide avec une demi-vie de
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I'OTA dans le sang de 20 heures, et la secondeicbe@ plus lente, ou la demi-vie de 'OTA dans le
sang atteint 35,5 jours (Studer-Retral, 2000). Par la suite, 'OTA est distribuée auxaorgs, ou elle
est métabolisée en vue de son excrétion.

2.2.1.1.2 Distribution de 'OTA aux organes, métaadion, et excrétion.

2.2.1.1.2.1 Distribution de 'OTA

La distribution tissulaire de I'OTA, en terme dencentration en ng d’'OTA/g d’'organe, chez le
porc, le poulet ou la chévre, suit en général fersliivant : reins >foie et muscle> graisses (Madse
al, 1982a; Mortensert al, 1983). La distribution de I'OTA dans les difféterorganes varie en
fonction de I'espéce et du mode d’administratiorladéoxine, mais également en fonction du temps.
Chez les rats de la race Wistar, I'exposition ar'lpar intubation montre une distribution de 'OTA,
24 heures aprées I'exposition, principalement aweaniv stomacal puis dans le foie, les reins, les
poumons, le cceur et le cerveau. Quarante huit feymes I'administration de I'OTA, la distribution
est modifiée, les concentrations maximales en Ofb#téalors présentes dans le foie, I'estomac, les
poumons, les reins, le cceur et le cerveau (Karad 1986b). Lors de I'exposition de rats a des doses
journaliéres de 100ug/kg pc pendant onze moisgdioe ayant les concentrations les plus élevées est
le poumon puis les testicules et le foie (Faucetedis, 2005).

2.2.1.1.2.2 Transport de 'OTA vers les organes

La distribution de 'OTA dans les organes dépendale transport vers I'organe, ainsi que de
son élimination. L’expression de transporteurs édédhts, ou d'isoformes différents de ces
transporteurs en fonction du sexe, de I'espéce eoliodgane sont la clé des différents profils de
stockage qui sont observés.

Au niveau hépatique, la distribution de 'OTA vapdédre de son transport dans le foie, de sa
métabolisation, de son excrétion biliaire ainsi goa passage vers le sang (Pang & Rowland, 1977 ;
Pang & Gillette, 1978 ; Yamasaét al, 1996 ; Shitarat al, 2005). Au niveau hépatique, I'entrée des
xénobiotiques peut étre médiée par les transpaertes acides biliaires Ndépendants ainsi que par
les OATPs (Organic Anion Transporting Polypeptides)dium dépendants ou pas, et 'efflux est
réalisé par des pompes ATP dépendantes comme |&STNI@ulti Organic Anion Transporter) ou les
MRPs, Multidrug Resistance associated Proteins f@goret al, 1996 ; pour une revue, voir Kim,
2002 ; Ringotet al, 2005). L'entrée de I'OTA par les transporteurgfOa lieu de facon saturable
(Km=18,9uM) (Kontaxiet al, 1996).

Au niveau de la paroi luminale des cellules tulveiile transport actif de I'OTA s’effectue par
trois types de transporteurs: les transporteursladephénylalanine, de H+/dipeptides et les
transporteurs des anions organiques (Sekal, 1988 ; Babwet al, 2002). Au niveau basolatéral, seuls
les transporteurs des anions organiques véhicl@hA dans les cellules rénales et son transpdrt es
spécifiquement inhibé par des inhibiteurs des Quifet al, 1985 ; Junget al, 2001). Au niveau du
tubule proximal, I'implication des Oat 1 et 3 a é@bse en évidence pour le transport entrant de
'OTA. Ce transport est dépendant de la dose esasirable (Km = 0,42 uM pour hOatl et Km=
0,75uM pour hOat3) (Juret al, 2001). Au niveau rénal, la clairance de I'OTA dég de la filtration
glomérulaire, de la sécrétion tubulaire et de &bsérption (Inuet al, 2000 a, b ; Dresset al, 2001 ;
Dahlmannet al, 1998). La fixation de I'OTA sur I'albumine sérigll'lchev et al, 2002a, b) limite sa
filtration glomérulaire. L'OTA a, de plus, la caji@cde se complexer aux protéines rénales (Schwerdt
et al, 1999b). La liaison de 'OTA a une protéine de B2k présente dans les cellules du tubule
proximal, est suspectée de contribuer a I'accunwate I'OTA dans le rein, augmentant sa
néphrotoxicité. Des différences, en fonction dueseixde I'espéce, sont notées concernant la ligison
'OTA aux protéines rénales. Les protéines rénatksnt notamment un transporteur d’anion
organique, ont une affinité trois fois supérieuaumpl’OTA chez les rats males, par rapport aux
protéines des rats femelles (Heussrtal, 2002). Ceci peut expliquer les différences obseswentre
males et femelles concernant le stockage et laitéxde 'OTA.

Les transporteurs présents au niveau hépatiqémal chez le rat et 'homme sont présentés sur
la figure 4 ci-apres (Kusuhura & Sugiyama, 2002).
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Rat Human

Figure 4. : Description des différents transporteurs présea niveau du foie et du rein des
rats et des hommes (d’aprés Kusuhura & Sugiyam@2R0

Les mémes familles de transporteurs sont décrivez ¢thomme et chez le rat, au niveau
hépatique et rénal mais les isoformes présentdrdiff. Chez le rat, au niveau rénal, les transpiate
d’anions organigues (Oat) permettent I'entrée dadésns organiques et des xénobiotiques (Oat 1, Oat
3) ainsi que leur excrétion (Oat k1 et Oat k2). Mrp2 et Oatpl, exprimés au niveau rénal permettent
I'excrétion des xénobiotiques. Dans le foie, biewe ¢es mémes systemes de transport soient décrits,
les isoformes de ces transporteurs sont différ@mnsne retrouve pas l'isoforme 1 des Oats, legstel e
impliqué au niveau rénal dans le transport entraais I'isoforme oat2, faiblement présent au niveau
rénal est exprimé dans le foie. Les isoformes2dds MRP permettent la sortie des xénobiotiques a
niveau hépatique. Au niveau du cerveau, seul bisoé 4 de I'Oat intervient dans le transport eritran
et sortant des xénobiotiques. Ces différences coane I'expression de ces transporteurs dans les
différents organes expliquent les variations obSesvdans les parametres de stockage.

Le transport de 'OTA par les Oats est influencéfalgon différente par les substrats de ces
Oats, et ce, en fonction de l'isoforme exprimées doncentrations différentes en inhibiteurs seront
nécessaires pour annuler le transport de 'OTA@ar 1 ou celui par Oat 3. Il est & noter que la
citrinine, une mycotoxine frequemment associé®d R dans les céréales, entre en compétition avec
I'OTA pour son transport au niveau rénal par Oatds que le transport par Oat 1 n’est pas modifié
par la présence de CIT (Juegal 2001). Dans une étude menée chez des ratstél ma@ntré que
'accumulation et I'élimination de I'OTA étaient rdalées par une co-exposition a la citrinine
(Molinié, 2004). L'accumulation de 'OTA dans lesganes résulte de la liaison de celle-ci aux
protéines, ce qui limite son excrétion. De plus,paénoménes d’excrétion de 'OTA sont également
saturables, pour des valeurs intervenant avan@taration du transport entrant de 'OTA : ceci
contribue a 'accumulation de 'OTA dans 'orgadal niveau rénal, la sécrétion trans-épithéliale de
I'OTA est saturée plus rapidement que I'entrée d¥OTe pourcentage d’OTA, entré dans le rein, qui
sera sécrété, diminue quand la concentration en &@fnente (Bahnemaet al, 1997).

2.2.1.1.2.3 Excrétion et métabolisation de I'OTA
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L’OTA est éliminée par toutes les voies d’excrét{oninaire, fécale et biliaire). Une partie de
I'OTA, qui se retrouve dans la bile, peut étre smbée au niveau de l'intestin (Fuddtsal, 1988b)
Dans le rein, 'OTA est filtrée au niveau du glomiér puis, est sécrétée au niveau du tube contourné
proximal dans la lumiére tubulaire. Trente a quergourcents est €liminé par voie urinaire (Staten
al, 1982). Seulement 25 % de I'OTA, au niveau du leibprovient de la filtration globuliforme. Le
reste est issu de la sécrétion active de I'OTAs \eetumiere tubulaire, par les transporteurs désna
organiques (Schwerdit al, 1996, 1998). La sécrétion tubulaire est un mécamisaturable, ce qui
expliqgue son accumulation dans le rein (Bahnensral, 1997). De plus, I'exposition chronique a
I'OTA induit une diminution de la capacité du tubydroximal a excréter les anions organiques (Gekle
& Sibernagl, 1996). L'OTA emprunte elle-méme leangporteurs d’anions organiques pour son
excrétion (Jungt al, 2001 ; Babtet al, 2002), et peut par ce mécanisme réduire sa péipneation
par la voie urinaire. L'OTA, sécrétée dans l'urirest en partie réabsorbée au niveau des tubules
rénaux, ce qui conduit a son accumulation danceddales rénales, et éventuellement a son retour
dans la circulation sanguine. L’excrétion biliagtela filtration glomérulaire (suivie d’une excuti et
réabsorption au niveau du tube contourné proximalent un réle important dans la clairance
corporelle totale de I'OTA. La contribution et ltansité de chacune de ces voies sont fonction de la
dose, de la distribution tissulaire, de la voiedd'gnistration, du métabolisme de la toxine et dgrée
de fixation aux macromolécules sériques.

L'OTA est métabolisée dans les organes afin dditircson excrétion. L'OTA est hydrolysée
in vitro, en OTa et en phénylalanine, par les enzymes protéolyigde la digestion : d-
chymotrypsine et la carboxypeptidase (Pitout, 196%)ydrolyse de 'OTA en Qt a majoritairement
lieu au niveau stomacal et intestinal, le foieeetdin ayant une faible capacité de métabolisati®n
I'OTA en ce dérivé (Suzulket al, 1977 ; Kanisawa & Suzuki, 1978 ; Hansatral, 1982 ; Starmeet
al, 1983). In vitro, deux épiméres hydroxylés, la 4-R-hydroxyochratexid et la 4-S-
hydroxyochratoxine A, ont pu étre mis en évidengéesa I'incubation d’'OTA avec des microsomes
hépatiques de rats, de porc ou d’homme (Stgenhal 1981). Ces métabolites peuvent étre également
générés par les microsomes de reins (Hietatea, 1986), et les cultures de cellules épithéliales
bronchiques humaines (Pinetii al, 1999 ; El Adlouniet al, 2000) L’'incubation de I'OTA avec des
microsomes de foie de lapin ou de rein de porc aibradla formation de la 10- hydroxyochratoxine A
(10-OHOA) (Stgrmeet al, 1983 ; Petkova-Bocharow al, 2003b, Faucet-Marquis, 200%)a forme
ouverte de I'OTA (OP-OA) a été retrouviéevivo dans la bile et l'urine de rat par &i al (2000)
(Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2006). [2aial (2002) ont montrén vitro, que l'incubation d'OTA,
en présence d'un exces de glutathion réduit, asaitia la formation d'un conjugué OTQ-glutathion.
Le dérivé OTHQ est retrouvé vivo, dans l'urine de rats traités par des doses d'OF 2nalg/kg de
poids corporel durant deux semaines (Maltyal, 2004). La formation de ces différents métabolites
est modulée par des agents influencant la conjoigaasl glutathion (Faucet-Marquét al, 2006).
L’ensemble de ces métabolites a une demi-vie digétion inférieure a celle de I'OTA. La
pharmacocinétique d’élimination de 'OTA et de sg&tabolites a été étudiée, chez le rat, par I'équip
de Liet al, (1997). Les demi-vies d’élimination respectives'®TA, de 'OP-OA, de I'OT, de la 4-
OH-OTA, de I'OTB et de 'OTC sont les suivanteshesures : 103+/-16 ; 50 +/-2,8 ; 9,6 +/-2,3 ; 6 +/-
0,9; 4,2+/-1,2;0,6 +/-0,2. L'OTA, I'OTB, et I'u sont essentiellement éliminées par les urines
(plus de 48 %) et la 4-OH-OTA par la bile (41%) paine revue, voir Manderville & Pfohl-
Leszkowicz, 2006)

2.2.1.2 Effets toxiques de 'OTA

2.2.1.2.1 Toxicité aigué

L'OTA a été impliqguée dans beaucoup de mécanisnmedques, incluant des effets
néphrotoxiques, mutagénes, tératogenes, neuroxiquhépatotoxiques, immunotoxiques et
cancérogénes (pour une revue, voir Pfohl-Leszkowic2astegnaro, 1999 ; Pfohl-Leszkowiet al,
2002a). La toxicité aigué de I'OTA varie en fonctide I'espéece, du sexe mais également en fonction
de la voie d’administration de la toxine. (Pfohlszkowicz & Castegnaro, 1999).

la DLso est comprise entre 0,2 mg/kg pc pour le chienOg® &ng/kg pour le rat méale. D'autre
part, I'administration par voie intrapéritonéal®d@’A entraine un effet toxique supérieur a celund’u
administration par voie orale. L'OTA a de nombretifets délétéres sur différents organes : le rsin e
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I'organe cible de 'action toxique de I'OTA maislleeci pourra également toucher le foie, le cceur ou
les intestins. (Pour une revue, voir Pohlartdal, 1992 ; Pfohl-Leszkowiczt al 2002a ; Pfohl-
Leszkowicz & Castegnaro, 1999).

L’exposition des animaux a I'OTA va se traduireymdpoint de vue économique, par des pertes
au niveau de la production importantes. On noteradaction de la ponte des poules, accompagnée
d’'une baisse de la prise d'aliments se traduisantip gain de poids moindre (Pradral, 1980).

Cependant, la toxicité de 'OTA se caractérise gas une toxicité de type subaigué, liee a
I'ingestion de fagon chronique de faibles dosestaléne. Quelques effets toxiques, liés a une
exposition subchronique a I'OTA, sont décrits ciéap

2.2.1.2.2 Néphrotoxicité.

L'OTA est potentiellement néphrotoxique chez toules espéces testées, a I'exception de
ruminants adultes (Ribeliret al 1978) Des études effectuées au Danemark, en Hongrie, en
Scandinavie et en Pologne, ont montré que 'OTAr@dujouer un role majeur dans I'étiologie de la
néphropathie porcine, méme si la citrinine pouréie également impliquée (Krogh al, 1973,
1974). Expérimentalement, des porcs exposés de fagmnique a 0,2 ppm d’OTA développent des
néphropathies en quelques mois. Aux doses de 4 pgpin d’OTA, une décoloration des reins et des
nécroses apparaissent apres deux semaines d'éxpdgiliing et al, 1985). Kaneet al, (1986a) ont
constaté chez des rats, traités par gavage ave@@@DOTA/kg de poids corporel tous les 2 jours
pendant 8 a 12 semaines, une augmentation sigiiéadans 'urine de trois enzymes caracteéristiques
d’'une nécrose de la bordure en brosse des tububesnaux : la phosphatase alcaline, la leucine
aminopeptidase, et lg-glutamyl transpeptidase. Parallelement, ces engydiminuent dans le
néphron, confirmant la cytotoxicité de I'OTA au eau des tubules contournés proximaux. Des 1972,
Krogh a montré des similitudes entre la néphropagiorcine et la Néphropathie Endémique des
Balkans (BEN), et propose 'OTA comme I'un des agequi pourrait jouer un réle dans I'étiologie de
cette maladie. La BEN est une néphropathie caisé&mpar une tubulonéphrite interstitielle avec
enzymurie. L'évolution de la pathologie est lenteseuvent asymptomatique. A long terme, elle
conduit a une atrophie rénale sévere voire, a deseurs du tractus urinaire chez I'homme
(Chernozemsket al, 1977 ; Markovic, 1985)Des études épidémiologiques mettent en avaneite li
entre la présence d’OTA dans la nourriture, etiience de la BEN (Petkova-Bocharateal 1988).
Récemment, Pfohl-Leszkowict al (2002) ont résumé, dans un article de synthesediféérents
facteurs pouvant intervenir dans I'étiologie deméurs du tractus urinaire associées a la BE.N,
évoquant le réle de 'OTA.

L’effet nécrosant de I'OTA, observé au niveau dinreeut étre lié & un mécanisme de
péroxydation lipidique. La péroxydation lipidiqueété impliguée dans les mécanismes d’action de
xénobiotiques ayant pour effet des altérationsildées (Halliwel & Gutteridge, 1988). Il a été ntign
que 'OTA augmentait la péroxydation lipidigirevivo etin vitro (Rahimtulaet al, 1988 ; Hoehleet
al, 1996a). La néphrotoxicité peut également étre &élinhibition de la synthése protéique par
'OTA. In vitro, 'OTA inhibe spécifiguement la synthése des pr&g, en entrant en compétition
avec la phénylalanine, lors de la réaction d’andnghation de I'ARN, de transfert phénylalanine-
tARN par la phénylalanyl-tARN synthétase (Crembyal 1983a). Il en résulte un arrét de la réaction
d’amino-acylation et de I'élongation peptidique. gnthese d’ARN messager peut étre également
inhibée (Meisneet al, 1983) Ces effets n’ont pas été confirmés pour l'instantivo.

Le transport de 'OTA au niveau rénal se fait partérmeédiaire des transporteurs d’anions
organiques (Schwerdtt al 1998 ; Grove®t al, 1998, Junget al 2001). L'inhibition par I'OTA des
mécanismes de transport anionique des membranetatéasles et de la bordure en brosse des
cellules tubulaires, par compétition avec les amiorganiques pour ces transporteurs, est également
mise en cause dans le mécanisme néphrotoxiqu©dé I{Sokolet al, 1988 ; Babiet al, 2002) De
plus, la production d’ATP par les mitochondriesgessaire a ces transporteurs, est inhibée par lOTA
(Wei et al, 1985). Ainsi, 'OTA filtrée est réabsorbée au eau des tubules proximaux ou elle
s’accumule. Son élimination dans les urines pgréeessus sécrétoire est de ce fait diminuéeset se
effets toxiques sont augmentés (Schwetdtl, 1996).

2.2.1.2.3 Carcinogeénicité.
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Deés 1971, Purchase & Van der Watt ont émis I'hyps¢hque 'OTA est cancérogene : ceci a
été envisagé suite au fait qu’un rat, parmi un geode 10 rats Wistar ayant recu chacun une dose de
300 pg/kg d’OTA, 5 jours par semaine pendant 50asees, avait développé un cancer rénal. Chez
des souris ayant regcu une nourriture contaminéel@#OTA, des tumeurs rénales et hépatiques sont
apparues (Kanisawa & Susuki, 1975). Les effets@agenes de I'OTA sur des souris ont été vérifies
par I'étude de Bendelet al (1985b) Deux groupes de souris (49 males et 49 femelldsgtémourris,
pendant 24 mois, avec une alimentation contenaptgd@OTA par kg de nourriture. Tous les males
souffraient de néphropathie. Parmi ceux-ci, 14 dételoppé des carcinomes rénaux et 26 des
adénomes rénaux. Peu de femelles souffraient darao@gthies et aucune n’avait développé de
carcinome ou d'adénome rénal. Cependant, une augtitsn du nombre de néoplasmes
hépatocellulaires a été observée chez les males &melles traités. L’étude du programme national
de toxicologie américain (NTP) sur des rats F34#4iBles et femelles, a permis de confirmer le
pouvoir cancérogene de I'OTA (Boorman, 1989). Tawses d'OTA, 210, 70 et 21 ug d’OTA par kg
de poids corporel, par jour, ont été administréessarats, par voie orale, pendant deux ans. Rour |
forte dose d’'OTA, 72 % des méles et 16 % des famalht développé des néoplasmes. Pour la dose
de 70ug d'OTA, l'incidence des néoplasmes est deo3sour les males et 4 % pour les femelles. A
ces 2 doses, 'OTA provoque également des modifieatrénales non néoplasiques, comme des
hyperplasies, des proliférations cellulaires, diérations cytoplasmiques, des karyomégalies au
niveau des cellules tubulaires et des dégénéressethe I'épithélium tubulaire. Ces deux études,
menées avec les souris et les rats F344, mettantidence une plus forte sensibilité de la partrdes
males. Cette observation est confirmée par uneegtaffectuée par le Centre Internationale de
Recherche sur le Cancer (CIRC), sur deux especestsiélewis et Dark Agouty), qui a montré une
susceptibilité plus importante des rats males @apart aux femelles. La différence est beaucoug plu
flagrante dans I'espéce Dark Agouty ou les male=ld@pent des tumeurs alors que les femelles sont
completement épargnées (Castegredral, 1998). Des études concernant le patrimoine gfuettiles
rats ont permis de mettre en évidence que la diffée de susceptibilité était essentiellement liée a
CYP 2C, qui est de nature différente chez le méle 'emelle (Pfohl-Leszkowicet al, 1998)

Lors de la derniére évaluation réalisée par le C(RRC, 1993) I'OTA a été classée dans le
groupe 2B : c'est-a-dire qu’elle est considéréermemn « cancérogéene possible pour 'lhomme ». En
effet, les études épidémiologiques, faites sup#&ients bulgares, n'ont pas été prises en congptke c
groupe de travail a estimé qu'il était difficile déparer les patients atteints de BEN de cewntdtde
cancer des voies urinaires, bien qu’il soit dénbomjue la BEN est associée a une augmentation
significative du nombre de tumeurs des voies umsasupérieures et qu’elle peut étre directement
reliée a la consommation de nourriture contamireggiel@TA dans cette région (Markovic, 1985 ;
Chernozemskyet al, 1977 ; Castegnaret al, 1987). Le développement de tumeurs rénales, auite
I'ingestion de faibles doses d’OTA par des rats,tsute la durée de la vie des animaux, a été anise
évidence par Mantlet al (Mantleet al, 2005 ; Pfohl-Leszkowicet al, 2002b).

2.2.1.2.4 Génotoxicité et mutagénécité

L’OTA exerce son potentiel toxique, et notammemaiéxique, au niveau des organes ou elle
est stockée. La plupart des études de mutagéntidigant le test d’Ames suBalmonella typhimurium
TA 98 et TA102, en présence ou non, de systemaséti@bolisation (surnageants S9 de foie de rats),
ne mettent pas en évidence le potentiel mutagen&dé (Bendeleet al 1985a ; Wurgleet al,
1991 ; Foéliman & Lucas, 2003 ; NTP, 1989 ; Zepeatkal, 2001). De méme, aucune recombinaison
mitotique n’est observée ch&accharomyces cerevisi&@3 aprés exposition des cultures a 'OTA
(Krogh, 1987).

Deux études ont néanmoins démontré le potentiehgéue de I'OTA sur les souches de
Salmonella typhimuriufA 100, TA 1535 et TA 1538, par I'utilisation de n®@me test, en présence
de microsomes de reins de rats ou du milieu deureuld’hépatocytes exposés a 'OTA (Obrecht-
Pflumio et al, 1999 ; Henniget al, 1991) : ceci prouve que certains métabolites@€A, formés par
des voies autres que celles des CYPs, ont un @hs th mutagénicité. De méme, le potentiel
génotoxique de I'OTA a été mis en évidence paetherche de cassures simples brins de I'’ADN, par
I'échange de chromatides sceurs, par la formatiommabeo-noyaux ou celle d’adduits a I’ADN
(Creppyet al, 1985 ; Folimanret al, 1995 ; Ehrlichet al, 2002 ; Pfohl-Leszkowicet al, 2002b ;
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Donmez-Altuntaset al, 2003 ; pour un article général, voir Mally & Deka2005 ; Simarro Doorten

et al, 2006 ; Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2006). Udésorganisation de la synthese d’ADN par
modification de la réparation, a été observée,uttnre, dans les hépatocytes de rats ACI et ddssour
C3H (Mori et al 1984). L'OTA affecte également I'expression deneg dans les reins de rats,
vraisemblablement par un mécanisme post-transmniptil (Meisner & Cimbala, 1986). La formation
de micro-noyaux, de facon dose dépendante, a &é em évidence sur des cultures de vésicules
séminales de bélier (Degehal, 1994, 1997).

In vivo, la preuve de la génotoxicité de 'OTA a été ameepér I'observation de cassures
simples brins a 'ADN de rein, de foie, et de rd&e souris Balb C ayant recu de I'OTA par voie
intrapéritonéale (2,5mg/kg), ainsi qu'a 'ADN dedrmreet de foie de rat ayant recu 'OTA par gavage
(2890/kg/48 heures pendant 12 semaines) (Crepaly 1985 ; Kanest al, 1986b). L'OTA induit la
formation d'adduits a I'ADN (Pfohl-Leszkowiczt al, 1991, 1993a 1993b, 1993c; Petkova-
Bocharoveet al, 1998 ; Miljkovic et al, 2002 ; pour une revue voir Pfohl-Leszkowicz & tegmaro,
2005). Ces adduits a 'ADN n’ont pas été mis erdénce suite a I'exposition de rats & de 'OTA
radiomarquée au tritium (Schattler al, 1996 ; Gautieet al, 2001 ; Mallyet al, 2004) ; néanmoins,
ces adduits & ’ADN ont été caractérisés par lehou de post-marquage des adduit¥@pméthode
dix fois plus sensible que celle faisant intervé@TA radiomarquée, suite & une exposition a 'OTA
(pour une revue, voir Mally & Dekant, 2005). Larf@ation de ces adduits a I'ADN est dépendante de
la dose testée (Petkova-Bocharogh al, 1998 ; Miljkovic et al 2002 ; Pfohl-Leszkowicz &
Castegnaro, 2005). Les adduits apparaissent ptogement au niveau du rein, apres 8 heures, par
rapport au foie ou a la rate, ou ils ne sont détequ’apres 24 heures. Ces adduits rénaux petsisten
au-dela de 16 jours alors gqu'au niveau hépatiqaeéparation est complete dés 5 jours (Pfohl-
Leszkowiczet al, 1993a ; Pfohl-Leszkowicet al, 1993b). Des adduits, semblables a ceux obsérvés
vitro, sont détectés a ’ADN de tumeurs rénales et oetus de vessie d’individus Bulgares souffrant
de BEN (Pfohl-Leszkowicet al, 1993c ; Castegnatet al 2006a ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro,
2005 ; Azemar, 2000). La synthese de standard©dé\] OTA liée de facon covalente au carbone 8
de la guanine, a permis d’identifier, par co-mignat les adduits formés suite a I'exposition a I/OT
sur '’ADN rénal : deux adduits ont été caractéris@mme étant formés par la liaison de la molécule
d’OTA sur la guanine par un atome d'oxygéne de PQDu part le carbone de I'OTA (Faucet-
Marquis, 2005 ; Faucett al, 2004 ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005). effets génotoxiques
de I'OTA ont été décrits en détail (Manderville &oRl-Leszkowicz, 2006 ; Manderville, 2005 ;
Turesky, 2005).

L'expression du potentiel génotoxique et mutagemEQ@TA impligue sa métabolisation par les
cytochromes P450 (CYPs) ou par la voie de la cygérase et de la lipoxygénase (COX/LOX.).
L’inhibition de la voie des COX/LOX, conduit a umiéminution de la quantité d’adduits formés a
I’ADN suite a I'exposition a 'OTAin vivo (Obrecht-Pflumioet al, 1996) etin vitro (Pinelli et al,
1999). A l'inverse, l'induction de cette voie efitra une augmentation du niveau d’adduction dans le
rein de souris exposées a 'OTA (Grossel 1997a). Chez le porc, la formation des adduital2N
a été corrélée, d'une part, a l'induction de la QDXt, d’autre part, a l'inhibition de la COX1
(Petkova-Bocharovat al, 2003b). L'étude de la biotransformation de I'Opar des microsomes de
rein de lapin sur un modéle cellulaire épithélianzhique humain, montre I'implication du CYP2C9
(P450 epoxygénase), en combinaison avec la glotathansférase, dans la bioactivation de 'OTA en
dérivé génotoxique (EI Adlounét al, 2000 ; Simarro Doorteet al, 2004, 2006). De méme, la
fréquence de mutation est augmentée suite a I'éiqrosle cellules exprimant le CYP2C de fagon
stable (De Groenet al, 1996a). L'implication du CYP 2C dans la génot@gice 'OTA, CYP induit
par les hormones sexuelles (Gustafssbial, 1983 ; Kamataket al, 1983, 1985), peut expliquer la
susceptibilité au potentiel génotoxique de I'OTA fdgon dépendante du sexe (Castegreral,
1998 ; Pfohl-Leszkowicet al, 1998 ; O'Brienet al 2001 ; Dietrichet al, 2001 ; Simarro Doorteat
al, 2006). L'activité des CYPS est également modaléte a I'exposition des cellules a 'OTA, ceux-
ci pouvant étre tantét induits ou inhibés en famttde la famille (Pfohl-Leszkowicet al, 1998 ;
Petkova-Bocharovat al, 2003b), les CYPs 1A1, 1A2, 2C10 et 3A4 augmeri@apbtentiel mutagéne
de I'OTA de fagon dose-dépendante (De Groeheal 1996b ; Grosseet al 1997b). De plus,
l'implication des voies de métabolisation dans pafgtion de la toxicité de 'OTA est soutenue par
I'observation que I'expression de certains variatitdiques des CYPs corrélés avec une augmentation
de la fréquence de BEN (Atanas@taal 2005).
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2.2.2 Exposition de 'homme a I'OTA : Evaluation etgestion du risque

2.2.2.1 Estimation de I'exposition humaine a 'OTA

2.2.2.1.1 Contamination en OTA des denrées alinrestat exposition de 'homme

En 1994, la Commission européenne a créé un grdapeoopération scientifique (SCOOP
Task 3.2.2) pour rassembler des données sur I'apffo A par le régime alimentaire dans I'Union
Européenne ; en 1995, un premier document a étigepiifturopean 1995 842/id). Compte tenu de
l'intérét croissant des autorités publiqgues a fides teneurs maximales tolérables pour certains
contaminants d’origine naturelle, en particulies ddlatoxines et 'OTA, dans les denrées alimeesair
et, grace a la disponibilité de données rapportéesmment, la commission a décidé (Décision
1999/143/EC) d’établir le rapport « Assurance &pgort d’'ochratoxine A par le régime alimentaire
dans I'Union Européenne » (European 2002 841/idgiz€ Etats Membres ont collaboré a cette
enquéte qui, de nos jours, reste la plus réceritetis détaillée. Cependant, on peut noter I'abse
de certains pays tels que la Belgique dans laatadle des données. L'estimation des résultats n’est
gu'un reflet qui mériterait d'étre affiné dans laesare ou ont été prises en compte des valeurs
obtenues par diverses méthodes d'analyses (ELISAIBLC) dont les limites de quantification
peuvent varier d’'un facteur 2 a 10. Les résulthtenus sont présentés dans le tableau 6.

_ _ _ Nombre ,Nomb_re Ppurcentage Ochratoxine A
Produits alimentairds d'échantillons d’echappllons d’echappllons ug/Kg
positifs positifs Moyenne ¥ | Moyenne 2
Céréales (ensembl¢) 5180 2825 55 0,294 0,484
Blé 979 273 28 0,269 0,700
Mai's 267 35 13 0,165 0,719
Avoine 164 49 30 0,192 0,465
Sorgho 34 24 70 0,136 0,120
Seigle 444 236 53 0,597 1,095
Orge 142 34 24 0,301 1,061
Riz 63 4 6 0,217 0,725
Café vert 1704 620 36 1,620 3,641
Café torréfié 1184 549 46 0,724 1,092
Biere 496 192 39 0,028 0,032
Vin 1470 872 59 0,357 0,591
Cacao et dérivés 547 445 81 0,236 0,277
Fruits secs 800 582 73 2,298 3,078
Viande 1860 328 18 0,198 0,830
Epices 361 188 52 1,150 5,061
Autre$ 4927 2472 50 0,197 0,551
a Sur Ia totalité des echantilons.
b Sur les échantillons positifs
¢ Inclus café soluble et décaféiné
d Beurre, haricots secs, jus de raisin, huile d'olive etc...
tableau 6. : Données concernant la fréquence et le taux detagoimation en OTA de divers aliments.

D’aprés SCOOP Task 3.2.7, European 2002)

L’ensemble de ces résultats confirme la présend®Odé\ dans une grande variété de denrées
alimentaires, telles que les céréales, le cafBicie, le vin ou la viande. Les teneurs rencosts@mt
variables et peuvent aller de quelques ng/kg (Bmde de quantification), a plusieurs pug/kg (un
échantillon de café vert contenait 200 pg/kg d’'OTA)JOTA a été détectée dans 55 % des
échantillons de céréales analysées, a des tauxrisoemre quelques pg/kg et 33 pg/kg (Danemark).
Le seigle apparait comme la denrée présentargesits moyennes en OTA les plus élevées, avec 53

36



Introduction bibliographique

% d’échantillons positifs. Le cacao s’est averé mama denrée la plus frequemment contaminée (81
%), mais avec des teneurs relativement faibles®h @n moyenne 0,277 pug/kg).

En Europe, la part respective de chacune de cegatedans I'exposition de 'lhomme a I'OTA
a été analysée a partir des résultats obtenuschaaun des pays. (cf graphe 1).

13% O céréales
O3 vin

O café

W épices

[ autres

» [ biére

[l cacao

@ fruits secs

[l viande

Graphe 1. Contribution de chaque denrée alimentaire dans pisition moyenne de la
population européenne a I'OTA . D’aprés SCOOP Tagk7, European, 2002.

Les céréales constituent la source principale @etsommation humaine d’'OTA, avec 50% de
I'apport en cette toxine. Le vin et le café conitt également une source non négligeable d’apport
d’OTA avec respectivement 13 et 10 % de contribbuéid’exposition.

En France, le conseil supérieur d’hygiéne publigC®HPF) a réalisé, a partir d’analyses faites
par I'observatoire des consommations alimentairas, évaluation de la part respective de 8 produits
alimentaires dans la consommation moyenne en OTAI'easemble de la population francaise
(graphe 2).

3% 1% 2%

O Blé
O Mais
O Charcuterie

O Viande de porc
O Riz

Graphe 2. : Part des différents aliments dans la consommatimyenne d’OTA dans I'ensemble
de la population Francaise (en ng/jour xkg poidspmrel) (d’aprés Verger et al, 1999)

Il apparait que prés des trois quarts de I'OTA idgéar I'homme a pour origine le blé. Ceci
est lié au fait que le blé est frequemment contareim OTA (cf tableau 10), et que, cette céréala est
la base de l'alimentation humaine (321 kilos/apathabitant en France en 2003). Le mais part&ipe
I'exposition de 'homme a 'OTA pour 21%, le riz wo2%, la charcuterie de 3%, et la viande de porc
de 1%. En France, le pain et les biscottes comnbupour un tiers, a I'exposition de 'homme a
I'OTA. La consommation de ces aliments contamir@slaisent & une exposition non négligeable de
la population francaise a 'OTA : jusqu'a 25% dedamts de 3 a 14 ans, et jusqu’a 15% des adultes
végétariens, sont exposés a des doses journalgnesrieures a la dose journaliere tolérable
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préconisée par la JECFA, les adultes ayant un gégilimentaire normal n’étant que faiblement
exposeés (Leblanc, 2004).

2.2.2.1.2 Suivi des marqueurs d’exposition

Une autre facon d’évaluer I'exposition de 'homméE&GITA, mise a part I'analyse des taux de
contamination en OTA dans les aliments, consistecaercher la présence de la toxine dans les
fluides biologiques. Six pays (Allemagne, ItaliegriMege, Espagne, Angleterre et Suéde) ont fourni
des analyses de la teneur en OTA dans le sandempport européen (SCOOP Task 3.2.7, European
2002, Miraglia & Brera, 2002). Sur un ensemble @d&2échantillons de sang, 2419 contenaient des
traces d'OTA, 96 avaient des taux allant de 1 anbRnl , 47 étaient compris entre 2 et 5 ng/ml
d’OTA, et un seul atteignait le taux de 5,58 ng/ml.

Les premieres études sur les teneurs sériques &n QT été réalisées dans la région des
Balkans (Hultet al, 1982 ; Petkova-Bocharow al 1988), car il a été supposé que I'OTA était I'un
des principaux agents responsable de la NéphrepBtidémique des Balkans (BEN) et du cancer du
tractus urinaire qui lui est associée (pour una@ieevoir Pfohl-Leszkowicet al, 2002a) Différentes
études ont suggéré une corrélation entre I'exosdil'OTA et I'incidence de cette maladie (Petkova
Bocharova & Castegnaro, 1991 ; Nikolev al, 1996) Tres récemment, il a été confirmé que les
populations des régions balkaniques sont netteplaastexposées a I'OTA, par la nourriture, que les
autres populations (Vrabchewd al 2004 ; Petkova-Bocharowet al 2003 ; Pfohl-Leszkowicz &
Castegnaro, 2005 ; Castegnatoal, 2006a). Au Danemark, sur 144 échantillons demséallecteés,
54,2 % ont des teneurs en OTA allant de 0,1 a @g/&hl (Hald, 1991) En Pologne, parmi 1065
échantillons sanguins analysés, 7 % présentaisrtedeurs en OTA supérieurs a 1 ng/ml (Golireski
al, 1991). En France, les teneurs sériques en OTAéEnmesurées dans deux types de population
(rurale et citadine) de trois régions : AquitaiAésace, et la région Rhéne-Alpes (Crepgtyal, 1993)

Ces trois régions ont été choisies car elles oathdbitudes alimentaires trés différentes : I'Adsac
pour sa forte consommation en produits a base e @o biére et en pain ; la région Aquitaine, pour
sa consommation en canard nourri aux céréaleségian Lyonnaise comme région "standard". La
limite de quantification pour cette étude est dé& g d'OTA /ml de sang. Le pourcentage
d’échantillons supérieurs a 2 ng/ml est plus él@éa@s la population rurale que dans la population
citadine (3% en Alsace ; 10 % en Aquitaine et 0,Br#Rhbne-Alpes). Dans cette étude, il est apparu
une nette stratification au cours de I'analyseéatdmntillons de la région Lyonnaise. Ainsi, lesaux
étaient plus contaminés en OTA que les citadinse waleur intermédiaire était mesurée pour les
citadins vivant en zone rurale. A I'exception d’'uradeur extréme en région Aquitaine, la moyenne de
contamination était plus élevée en Alsace. Airsilién entre la concentration sérique en OTA et
I'exposition, via I'ingestion d’aliments frequemment contaminés eRAQpeut étre établi. Afin de
limiter I'exposition de 'homme a I'OTA, des dosgsurnalieres maximales admissibles ont été
établies par extrapolation des résultats obtenas s étudem vivo, et des limitations du taux de
contamination en OTA dans les aliments contribiantne exposition significative de I'homme a
I'OTA ont été établies.

2.2.2.2 Contamination par 'OTA de I'ensemble da dhaine alimentaire

L’OTA présente une stabilité élevée et n’est que, pe pas, dégradée au cours des procedés de
transformation des aliments (cuisson, fermentatiomgfaction..). Elle est par conséquent retrouvée
dans les produits dérivés de matieres premieremmimees ainsi que dans la viande (Vergeal,
1999 ; Jargensen, 1998) ou le lait obtenus a phairimaux ayant recu une alimentation contaminée.
Le rapport SCOOP 3.2.2 mettait en évidence ledfaé, 18% des échantillons de viande analysés
étaient contaminés en OTA (tableau 11, paragrapbeggdent) : la présence d'OTA dans la viande
souligne la possibilité de contaminations indirsctie 'homme par cette toxine. Jgrgensen (1998)
rapporte la présence d’'OTA dans les muscles degiate volaille, ainsi que dans les abats. De méme,
I'OTA a été mise en évidence dans le sang et éssigid’animaux d’élevage, ou elle s’accumule au
niveau rénal et hépatique (Gareis, 1996 ; Halal 1980 ; Hultet al, 1984 ; Curtuiet al, 2001).
L’'OTA peut également étre retrouvée dans les Jekibuite a I'exposition de ces animawia
I'alimentation (Ellinget al, 1975 ; Micceet al, 1987 ; Baueet al, 1988).

38



Introduction bibliographique

L'OTA peut étre transférée dans le lait, contridu@n I'exposition des petits au cours
I'allaitement (Ferrufino-Guardiat al, 2000). L'OTA a été retrouvée dans le lait hun@iticco et al,
1991, 1995 ; Breitholtz-Emanuelssen al, 1993 ; Zimmerli & Dick, 1995 ; Miragliaet al 1995 ;
Skauget al, 1998) mais également occasionnellement dansitddelaache (Breitholz-Emmanuelsson
et al, 1993). Cependant, une étude menée par « the Flaodards Agency » a montré que la totalité
des 100 échantillons de lait de vache analysésans ce cette étude étaient exempts d’OTA etad’Ot
(Food Standards Agency, Survey of Milk for mycotesiref 2001/0143). Ceci peut étre expliqué par
le fait que I'OTA est partiellement dégradée parbactéries du rumen des animaux (ldukl 1976).

L'OTA contamine fréquemment le raisin (Tjametsal, 2004) et est retrouvée dans les produits
dérivés tels que le jus de raisin et le vin (pooe tevue, voir Varga & Kozakiewicz, 2006). L'OTA
est retrouvée dans 88% des jus de raisins rougé8%tdes échantillons de jus de raisins blancs
(Majerus et al, 2000). Elle est également retrouvée sur 15% dididions de modts de raisins
espagnols a des taux compris entre 0,091 ng/mB&BMg/ml (Belliet al, 2004). L'OTA a été mise
en évidence dans du vin importé, ou localementytodans un grand nombre de pays : en Europe ou
en Afrique incluant l'Algérie, la Finlande, la Fi@n I'Allemagne ['ltalie, le Maroc ,la Suisse, le
Royaume Uni, 'Espagne et le Portugal. Une contation supérieure dans les vins rouges a été mise
en évidence par rapport & la contamination des blascs, ces derniers étant contaminés moins
frequemment et a des taux inférieurs & ceux desroimges (Lo Curtet al, 2004 ; Blesat al, 2004 ;
Breraet al, 2005). Les taux de contaminations en OTA, trowlass ces échantillons de vin, sont
relativement faibles et restent généralement iefési a la Iégislation en vigueur. Ainsi, en Franoce
étude, conduite sur le millésime 1999, montrait §d& des échantillons contaminés contenaient un
taux d'OTA inférieur a 1 ng/ml (Latastet al 2004). Une étude sur des échantillons de vins
Espagnols, dont 62% étaient contaminés en OTA,uetdses vins ltaliens, dont 74% étaient
contaminés, a mis en évidence une contaminationpgsen respectivement entre 0,1 et 0,76 ng
d’OTA/ml et entre 0,1 et 4 ng/ml (Bles al 2004 ; Brereet al, 2005). Ainsi, la contamination en
OTA persiste tout au long du procédé de transfaomadu vin, contaminant le raisin de la matiére
premiere au produit fini.

De méme, I'OTA est retrouvée tout au long de laimhade transformation des céréales
(Alldrick, 1996). L'OTA, présente initialement sliorge (Mc Donald et al, 1993 ; Park et al, 2002 ;
Zinedine et al, 2006), est retrouvée dans la iBostt & Kanhere, 1995 ; Baxter, 1996 ; Jgrgensen,
1998 ; Odhav & Naicker, 2002). En effet, une grapde de I'OTA persiste apres le traitement du
malt au cours du procédé de fabrication de la Hi€ha et al, 1975). Une étude menée par I'lFBM
(Institut Francais de la Brasserie et de la Madterapport Boivin, P.) a montré que le procédé de
maltage n’avait pas d’incidence sur le taux d’OTperté par I'orge. Par la suite, 80% de 'OTA du
malt est retrouvée dans le modt apres les étamespdtage et de filtration. Finalement, I'étape de
fermentation permet I'élimination de 50% de I'OTpp@rtée par le modt. Ainsi, la biére produite a
partir d’orge contaminée en OTA contiendra au tedaeprocédé de fabrication 30 a 40% du taux
d’OTA initial. L'OTA contaminant le blé, se retroevdans les produits dérivés. Une analyse des
céréales du petit-déjeuner a mis en évidence Isepoe d’'OTA dans 69% des échantillons testés
(Molinié et al, 2005) parmi lesquels 20% avait anx supérieur a la Iégislation en vigueur. L'OTA a
également été retrouvée dans des aliments pous léébase de céréales (Araguas et al, 2005), dans
les biscuits, le pain ou les pates (Verger et @991 2005). Au cours des procédés de transformatio
des matiéres premiéres dans la chaine alimentaineeut parfois observer une réduction signifieativ
du taux d’OTA liée au procédé de transformatioradmatiere premiére : ainsi, le taux d’'OTA peut
étre réduit de 62% dans les biscuits au cours utecl@sson, ceci étant lié a leur faible teneuean
(Osborne, 1979). Le rapport JECFA de 2002, se funslar les données recueillies par The Ministry
Of Agriculture, Fisheries and Food (1996), montue ¢p réduction du taux d’OTA dans des biscuits
peut atteindre 84%. La réduction du taux d’OTA st contre trés faible au cours de la préparation
des nouilles fraiches par exemple taux d’OTA est également réduit au cours dealaifation du
pain ; cependant une différence importante concgétraaux d’'OTA dans la farine et par la suiteslan
le pain peut étre observée qu’il s’agisse de fdolaache ou de farine compléte. En effet, au cdars
la fabrication de la farine, une part du grain d& dst éliminée, ce qui aboutit & une diminution
significative du taux d’'OTA. Osborne et al ont carp en 1996 le taux d’'OTA présent dans une
farine blanche ou dans une farine complete préparpartir de blé sur lequel avait été inoculé un
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Penicillium verrucosum. Les parties périphériquesgdain de blé, éliminées au cours du broyage,
permettent de réduire de 66% le niveau de contdininan OTA dans la farine blanche, préparée a
partir d'un blé propre. Par contre, on ne congjatane tres faible réduction du taux d’'OTA au cours
de la préparation de la farine compléte (réductierl0%). Par la suite, on observe encore 10% de
réduction du taux d’'OTA lors de la cuisson du galanc. Le dépelliculage préalable des grains avant
broyage, permet de réduire de facon beaucoup mluséquente le taux d’'OTA dans les farines
blanches et complétes, ainsi que par la suite dansain. Ces résultats ont été confirmés par
Scudamoreet al, en 2003, qui parvenait a obtenir une réductios#é du taux d’OTA dans le pain
blanc en utilisant une combinaison de nettoyage,dégelliculage et d'élimination des parties
périphériques du grain de blé. Cette réduction phmortante du taux d’OTA dans le pain blanc, par
rapport au pain complet, en absence de dépelliepkss liée au fait que 62% de 'OTA est concentrée
dans la partie «son» du grain, 34% dans la fajme3% dans le rémoulage (rapport IFBM).
Actuellement, aucune étape de dépelliculage dungma vue de la réduction de la charge en
mycotoxine, n'est intégrée au procédé meunier amnct.

Des appareils de dépelliculage sont en cours dela@yement : un outil d’abrasion, adapté au
riz, & l'orge et au blé, est proposé par « Satakép@ation UK division », entreprise anglaise
fournissant les industries céréaliéres en usinégupements. Le procédé Peri tec développé pir cet
société, décortigue progressivement les couchesriextes du son de blé avant la mouture, a
'exception de celles présentes dans la pliure Bu Ge procédé est développé et proposé aux
meuniers, afin d’augmenter leurs capacités de mtamuen diminuant le temps imparti au broyage,
augmentant le rendement pour la production de skemadwde rémoulage, et garantissant un meilleur
aspect du produit fini. L'entreprise Blhler dévglepun « DC peeler » : cet appareil a pour but de
réduire le taux de contamination en microorganisraeampignons, et métaux lourds de la biére en
traitant I'orge et le malt. Celui-ci élimine I'enleppe du grain de l'orge par un systéme de rotor
permettant I'abrasion de la surface. Cependantappareils génerent actuellement des sous-produits
totalement inutilisables qui doivent étre détruits.

L'OTA est également retrouvée au terme des procgedsansformations nécessitant le passage
de la matiere premiere a des températures éleodas e la torréfaction. Au cours de la torréfaction,
le grain de café est placé a 250°C pendant 15hdeso Cette étape de torréfaction ne permet de
réduire que légerement le taux d’OTA dans le caféefié. L'OTA est par la suite retrouvée dans le
breuvage (Studer-Rotet al, 1995). L'OTA est également retrouvée dans le caliéble (MAFF,
1996 ; Lombaeret al, 2002). Miccoet al (1989) soutenaient la thése de I'élimination d2TIA au
cours du procédé de torréfaction ; il est & noter g traitement & la chaleur a été réalisé, arsabel
leur étude, pendant 5 a 6 minutes ce qui est nettesupérieur a la durée de torréfaction testée par
Studer-Rohret al (1995) ainsi qu'a la durée classique du procédéodéfaction. Dans son étude,
Studer-Rohr décelait des quantités d’OTA moindi@ssde café torréfié, issu de café vert faiblement
contaminé en OTA. Cependant, le taux d'OTA présdmts le café boisson était sensiblement
identique a celui trouvé dans le café vert. Leanst ont émis I'hypothese que ceci était du a une
moindre efficacité des procédés d’extraction daAQainsi qu'a une épimérisation de 'OTA dans le
café torréfié (Suarez-Quiroz, 2004). lls se sont geurs intéressé a la stabilité de 'OTA a la
chaleur, et ont montré qu'une disparition de 50%alix d’'OTA était observée aprés 12 minutes de
traitement & 250°. Ceci est cohérent avec lessdsailégradation de 'OTA par la chaleur testés sur
du blé par Boudrat al (1995). Ces auteurs ont observé qu’un passagtapefi minutes a 250°C est
nécessaire pour diminuer de 50% le taux d’OTA présar un blé sec. Le temps de chauffage, pour
I'obtention du méme ratio d’élimination de 'OTAsteréduit en conditions humides.

Il est donc évident que I'ensemble de la chainmealtaire est contaminé en OTA et que les
procédés de transformations utilisés dans lindeisagro-alimentaire ne contribuent qu'a une
réduction modérée du taux d’OTA. Les conditions aeuffage qui permettraient une franche
réduction du taux d’OTA ne peuvent étre appliguéesensemble des aliments ce qui rend
I'élimination de I'OTA délicate. L’exposition humae & 'OTA se fait de fagon croisée, suite a la
consommation des matieres premieres contaminéds, également suite a la consommation des
produits transformes.
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Il est a noter que I'exposition a 'OTA peut éga@rhavoir lieu par voie aérienne. Cette voie
d’exposition a I'OTA a été mise en évidence chez liemmes en contact avec 'OTA par inhalation
dans des industries de transformation de cacace®gt café, et chez des fermeirs (Di Paxtlal,
1993). La présence de concentrations en OTA dasérien de ces hommes, nettement supérieures a
celles d’individus non exposés, a été mise enioeladvec la présence d’'OTA dans I'air ambiant
(lavicoli et al, 2002 ; Brereet al, 2002). L'exposition par cette voie peut conduirBapparition des
effets néphrotoxiques de 'OTA (Di Paadd al, 1993). Ceci peut contribuer dans certaines ciomdit
a I'exposition de ’'homme a la toxine.

2.2.2.3 Réglementations et recommandations

En 1990, le JECFA a décidé d’établir une dose p@ligre tolérable hebdomadaire de 112ng
d’OTA par kilo de poids corporel, cette valeur ay@té déterminée sur la base des données de
néphropathies porcines. Le Conseil Supérieur d’éygiPublique de France, sur la base des études de
carcinogeénicité, a proposé une exposition jourraliélérable de 5ng/kg pc/jour, ce qui implique une
contamination maximale dans les céréales de 5ud/&gcomité Scientifigue de I'alimentation
Humaine a estimé dans son avis sur 'OTA du 17esapte 1998, qu'il serait prudent de réduire
autant que possible I'exposition a I'OTA, en veillaa ce que les expositions se situent prés de la
fourchette inférieure des expositions tolérablesnfarises entre 1,2 et 14 ng/kg de poids corporel et
par jour), soit par exemple en dessous de 5ng/Kgoilks corporel et par jour. Le réglement CE N°
472/2002 de la Commission du 12 mars 2002 modifieéglement CE N°466/2001 fixant des teneurs
maximales pour certains contaminants dans les égnefimentaires. Ce reglement limite la
contamination en OTA dans les céréales brutesmpds sur le riz et le sarrasin, a 5ug d’OTA/Kkilos.
En ce qui concerne les produits dérivés de céréldesontamination est limitée a 3upg/kg. Ce
reglement fait également état d’'une limitation 3140d’'OTA/kg de raisins secs. Par la suite, le
reglement CE N° 683/2004 du 13 avril 2004 modifienteglement N°466/2001 a inclus une directive
limitant la contamination en OTA a 0,5ug/kg d’alimedans les préparations a base de cér&dles
aliments pour bébés, destinés aux nourrissons entsném bas age, ainsi que dans les aliments
diététigues destinés a des fins médicales spégalagdes nourrissons.

La derniére évaluation de 'OTA a donné lieu adeggnt N° 123/2005 modifiant le reglement
N°466/2001 qui prend en compte la contributionidiahts tels que le vin, les jus de raisin ou lecaf
dans I'exposition de 'homme a 'OTA. Ce reglemest modifie pas les teneurs maximales établies
précédemment sur les céréales ou les raisingliltinne nouvelle directive limitant la contamioati
en OTA dans les jus de raisin, les vins rouges)dslaet rosés, ainsi que dans les autres boissons a
base de vin ou de modt, a 2ug/kg. Une directive gigalement & limiter la contamination en OTA
dans le café ; celle-ci fixe le taux maximal en O&/ug/kg dans les grains de café torréfiés et a
10pg/kg dans le café soluble. Le reglement CE N721 rappelle qu'il est interdit de mélanger des
produits conformes aux limitations avec des pradain-conformes, afin d’en abaisser le taux de
contamination, et que l'utilisation de produitsxmmnformes aux teneurs établies pour la préparatio
d’autres aliments est interdite. Il est égalemergrdit d'utiliser des traitements chimiques poar |
décontamination en OTA des produits destinés am&itation humaine. Le mode d’échantillonnage,
ainsi que les méthodes d’analyses, pour la détetioim de la teneur en OTA dans les denrées
alimentaires, sont décrits dans la directive 2082 E, publiée au Journal Officiel n°L 075.

Ces directives visant a estimer et a limiter lsspnee d’OTA dans divers aliments, impliquent
la mise en place de plans ayant pour objectif dliré la contamination des denrées par cette
mycotoxine. Diverses stratégies peuvent étre adepaéin d’obtenir des produits en accord avec la
réglementation Européenne. Il s'agira d'observer loflennes pratiques agricoles, ou de décontaminer
le produit fini. Les différentes méthodes pouvarn @nvisagées sont décrites dans le chapitrerguiva
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3. Les procédés de décontamination

La présence dans les aliments de mycotoxines, pamticulier, celle d’OTA, pose un probléme
de sécurité sanitaire des aliments comme vu préao@éat. Un rapport de la FAO met en évidence le
fait que la production céréaliére mondiale est fligante pour répondre a la demande. Les pertes
occasionnées par la contamination des denréesrdiiimes par les mycotoxines (25% de la production
mondiale de céréales contaminées) viennent amplii@robléme lié & une production insuffisante.
La mise au point de traitements industriels pouddaontamination et la détoxification des denrées
alimentaires contaminées est devenu un des oljeatifeurs pour subvenir aux besoins mondiaux en
aliment, tout en garantissant la sécurité sanitdgs aliments. Avant d’en venir & Il'utilisation de
procédé de décontamination, la meilleure stratégiesiste a observer des pratiques permettant de
limiter la survenue de ces contaminants. La maitliss étapes précédant la récolte, lors la réeblte
pendant le stockage permet de prévenir la contdimmales facteurs environnementaux étant
déterminants pour la survenue des contaminationdepamoisissures et leurs mycotoxines (Lacey,
1989).

3.1 Stratégie préventive : limitation de la survena des
contaminations

3.1.1 Mise en place d'un plan de contrble et d’angde des points critiques
(HACCP, Hazard Analysis Critical Control Point)

La directive de I'Union Européenne N° 93/43/CE pri¢da généralisation des principes de la
méthode « Hazard Analysis Critical Control Poinbs méthode HACCP au sein de [I'Union
européenne. Cette méthode consiste en une idatitificdes risques alimentaires potentiels au cours
d'une opération. La démarche est basée sur le a@wement d'une stratégie de prévention, de
contréle, de bonne pratique industrielle et de rébatde la qualité a toutes les étapes de la ptmatuc
Il s’agit de mettre en évidence les points a risgaesi que les points critiques, de mettre eoceptkes
solutions afin de gérer au mieux le risque, ainst ge développer des méthodes de suivi et de
vérification. Ropkins & Beck (2003) ont proposé plan HACCP pour limiter la contamination par
des composés organiques des denrées alimentaicesia@udes étapes de stockage, de transformation
et de distribution. Des procédures opérationnedtaadard sont définies et doivent étre respectées a
chaque étape. Il s'agit de s’assurer de la bonmdit@isanitaire du site de stockage, celui-ci devan
présenter des installations conformes et propr@sdntamination externgia I'eau ou I'air doit étre
surveillée. Des pratiques pour limiter la contartiorades aliments doivent étre respectées, comme le
nettoyage des équipements, une bonne hygiéne dorped et le port de vétements de sécurité. En
cours de stockage, le taux de contamination doét €ivi, et les denrées contaminées doivent étre
isolées afin d’empécher les contaminations crois@esites les étapes d’emballage doivent étre
contrblées et réalisées avec un matériel propre. p@nts critiques ainsi que les mesures de
surveillance et de correction sont décrites enildéda Ropkins & Beck (2003).

3.1.2 Le suivi des « bonnes pratiques agricoles »

En ce qui concerne la gestion du risque, lié &olstamination par 'OTA, le suivi des bonnes
pratiques agricoles, décrites par un comité d'@éspEAO/WHO en 2000, doit permettre de limiter
autant que possible la contamination en OTA. Ledigues a observer, ainsi que les démarches a
suivre a chaque étape, du champ a l'assiette deooumateur sont décrites ci aprés et se décomposent
en plusieurs contrbles des étapes (i) précédargcealte, (i) pendant la récolte et (iii) pendaet |
stockage.

3.1.2.1 Pratiques recommandées précédant la récolte

Dans un premier temps, il est recommandé de rédaitent que possible la présence
d’inoculum a proximité de la plante. Il est recormti@ de préparer le champ avant semaison en
éliminant tous les restes des cultures précédeatasi que tout substrat qui serait propice a la
croissance de champignons producteurs d’OTA. lirepbrtant de respecter la rotation des cultures
(Pfohl-Leszkowicz, 1999a). Tous les traitements auti pour effet de réduire le stress de la plante,
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permettront de réduire la susceptibilité de cellécla contamination par des moisissures. La
semaison, tout comme la récolte, doivent étre eféss a une période ou ne sévissent pas des
conditions de températures trop élevées ou destmralde sécheresse, celles-ci contribuant agsstre
de la plante. De plus, il faut éviter le sur-encoenent du champ en respectant les espaces entre les
plantes, recommandés pour le bon développemernesfgete semeée. Il faut également maintenir un
environnement dépourvu de mauvaises herbes paplbém’herbicides de fagcon appropriée ou par
I'utilisation d’autres pratiques agricoles, telleegle désherbage manuel. Le sol, enrichi en featilis
si besoin est, doit subvenir aux besoins nutrittdsirde la plante. Les besoins en eau de la plante
doivent étre satisfaits par une irrigation suffiea@t homogene.

Il est recommandé de réduire autant que possiblddmmages causés par les insectes ainsi que
les infections fongiques, et ce, par 'usage appéogiinsecticides et de fongicides. Les insected s
des vecteurs de spores de moisissures qu'ils uisedt a I'intérieur du grain par les lésions aqu'il
créent (Le Bars, 1982). Ceux-ci prédisposent paséguent les grains a des contaminations par les
moisissures et les mycotoxines (Farrar & Davis,1}9R utilisation de fongicides et de pesticidest e
efficace pour limiter le développement des moisesset la contamination par I'OTA (Lo Curé al,
2004 ; Tjamost al, 2004).

Il est recommandé que le grain soit récolté a plematurité et que les dommages mécaniques,
liés a la récolte, soient limités autant que pdesib

3.1.2.2 Pratiques de stockage

Les facteurs pouvant influencer le développemesitna@sissures ainsi que la formation d’'OTA
sont les suivants (pour une revue, voir Pfohl-Lesdkz, 1999b ; Scudamore, 2005 ; Molinié &
Pfohl-leszkowicz, 2002 ; Magan & Aldred, 2005) :

- les conditions climatiques avant et pendantdalté

- le temps d’'attente avant le séchage des grains

- I'efficacité du systeme de séchage

- I'état physique des grains

- la température au moment de la récolte

- la présence d'especes fongiques

- la propreté des systémes de récolte et de trenspo

Les structures de stockage, ainsi que tout magmiebntact avec la récolte doivent étre propres
afin de limiter au maximum la contamination dedealte. Pour le cas ou la précédente récolte stocké
a été contaminée par des champignons, il est reeondhénd’assainir les locaux par des traitements
chimiques. Il est recommandé de sécher le grairmr poe celui-ci atteigne un taux d’humidité
inférieur a 14%. L'’humidité du substrat, et en jgatier, la disponibilité en eau B sont des facteurs
déterminants pour la croissance fongique. Les sgisés colonisant les denrées au cours du stockage
ont la capacité de se développer pour des tauxrddité compris entre 10 et 18% (Lillehoj & Elling,
1983). La température joue également un rble détamhdans le développement fongique ainsi que
dans la mycotoxinogénése. Les conditions optimdésempérature et d’humidité relatives pour la
croissance fongique different de celles optimalesrga mycotoxinogenése (Steyn, 1984 ; Suarez-
Quirozet al, 2004).

La production de toxine a lieu pour des gammesedgératures et d,aplus restreintes que
celles pour lesquelles le champignon croit. Plusrapérature et liasont faibles, plus le champignon
aura des difficultés a se développer et a prodigreOTA.

Le séchage doit étre réalisé aussi vite que pessitd préférence immédiatement aprés la
récolte et par un systéme d’air chaud, pour empéatiermation d’OTA.

Au cours du stockage, la cellule doit étre sécheentilée de facon satisfaisante, ceci dans le
but de limiter la condensation, d’équilibrer et luhgsser la température. Les structures doivent
permettre de limiter les variations de tempéraairdoivent fournir une protection efficace conte |
pluie. La présence d’oxygene est un facteur déteamipour le développement de la plupart des
moisissures (Pitt & Hocking, 1997). L'applicatiolude atmosphere pauvre en, ©Ou le traitement par
fumigation au C@a un taux supérieur a 35%, ou par d’autres gazigAri®90) doit permettre de
réduire la production d’'OTA paAspergillus ochraceusCes fumigations permettent également
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I'élimination des insectes présents dans les edlde stockage, insectes responsables des dommages
causeés aux grains. L'utilisation de certains irisitds comme celle du dichlorvos, permet également
de réduire la production d’'OTA (Wu & Ayres, 19785 surveillance de I'évolution de la température
au cours du stockage peut étre révélatrice du dgpement de moisissures. Une variation de 2 a 3°C
de la température peut étre le signe d’'un développé microbien. Les grains infectés seront séparés
des grains sains, et des prélévements seront tw@sspour analyse. La présence simultanée d’autres
micro-organismes peut perturber la croissance daspignons toxinogénes, ainsi que la production
de mycotoxines, selon des effets inhibiteurs aawdtiteurs de la mycotoxinogénese (pour une revue,
voir Pfohl-Leszkowicz, 1999b). Les sacs utilisésipiensachage doivent étre propres, secs et socké
sur des palettes. De méme, le systeme de trardgibétre propre, exempt de moisissures, d’insectes
ou de matériel contaminé quel qu’il soit.

La température, et 'humidité sont les facteurstdencontrole est impératif afin de limiter
autant que possible le développement des moissstila production d’OTA. Cependant, le suivi de
ces bonnes pratiques agricole n’est pas suffisamt pmpécher la contamination. Des stratégies de
décontamination sont développées pour faire famegrobléme.

3.2 Stratégie curative : la décontamination

Jemmali (1979) et Parkt al (1988) ont proposé des criteres spécifiques powalidation des
procédés de décontamination des mycotoxines danslderées alimentaires. Pour étre considéré
efficace, ce procédé doit répondre aux exigendearsies :

- il doit inactiver, détruire ou éliminer la toxine

- il ne doit pas générer ou laisser de résidu texidans le produit

- il doit maintenir la qualité nutritive de l'alimé et doit étre acceptable pour I'alimentation
humaine et animale

- il ne doit pas modifier de fagon significatives leropriétés technologiques du produit

- il doit si possible détruire les spores et lessigsures.

Une autre stratégie consiste a limiter les effetdques de 'OTA par l'ingestion d’agents
chélateurs de la toxine tels que la cholestyrammeles aluminosilicates de sodium et de calcium
hydratés (Kerkadet al, 1999 ; Planlet al, 1990 ; Huffet al, 1992 ; Huwiget al, 2001), ou par I'ajout
d’additifs alimentaires (vitamines, graines de s#&saaspartame, mélatonine, piroxicam ou acides
lactiques et sorbiques) contribuant & une proteqgbartielle de I'organisme a la toxicité de 'OTA
(Grosseet al, 1997a ; Stoeet al, 2002 ; Creppet al, 1995 ; Meki & Hussein, 2001 ; Baudrimaett
al, 1995 ; Laciakovat al, 1999). Ces stratégies ne sont pas décrites da f@étaillée ici (pour une
revue, voir Galvancet al 2001), celles-ci ne concernant pas réellemetimiigéation de 'OTA
présente sur la matrice mais consistant en unesstrgtion de la toxine ou en une limitation de ses
effets toxiques

Des méthodes biologiques, physiques et chimiques d&veloppées pour la décontamination
en mycotoxines (pour une revue, Lopez-Garag,al 1999). Parmi les méthodes chimiques,
'ammoniation utilisée pour I'élimination des affaines (Parket al, 1988 ; Park, 1993) n'est pas
efficace pour I'élimination de I'OTA : 'OTA est ansformée en sa forme ouverte qui redonnera
I'OTA dans les conditions acides de I'estomac (Kbwekkiet al 1981, Castegnaret al, 1991). Il est a
noter que les traitements chimiques ne sont pagrisés pour la décontamination des aliments
destinés a I'alimentation humaine et ceux-ci nersgpar conséquent pas présentés en détail ici.

A ce jour, peu de méthodes sont proposées poukdantamination de I'OTA, mais plusieurs
pistes sont en cours dinvestigation, notammentceorant la décontamination biologique. Nous
présentons ci-aprés les méthodes de décontamisabiofogiques et physiques développées pour
I'élimination de I'OTA.

3.2.1 Méthodes biologiques de décontamination

Il s’agit pour I'instant de pistes concernant lay@é&ation en milieu naturel de 'OTA par des
microorganismes ou des enzymes (pour un articleérgén voir Bata & Lasztity, 1999).
L'identification d’'un potentiel de dégradation pan microorganisme est la premiere étape de
développement du procédé. Par la suite, cetteitéctle décontamination doit pouvoir étre transférée
sur la denrée contaminée en OTA, étape la plusatélidans la mesure ou les microorganismes
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développant ce potentiel décontaminant n'apparéiehpas toujours a la flore microbiologique de
'aliment. L’activité d’enzymes est également tes(Ruhlandet al, 1994, 1996a, 1996b ; Standsr
al, 2000, pour une revue, voir Vargaal, 2005).

On entend par « décontamination biologique » lasfiamation enzymatique de I'OTA en un
composé moins toxique (Bhatnagaral 1991). La « dilution » du niveau de contaminaonOTA,
suite au mélange d’un lot sain et d’'un lot contamiest une pratique interdite en Europe (reglement
CE N°466/2001) mais qui a été largement utilisépasavant (Patterson & Young, 1993). La
dégradation de 'OTA a été mise en évidence auscdurprocédé d’ensilage : I'OTA présente sur
I'orge est éliminée par la flore microbienne prdediRotteret al, 1990). L'OTA peut également étre
dégradée par les bactéries présentes dans le daseraches, ce qui rend ces animaux plus résistants
aux mycotoxines que les animaux monogastriguesTA'@st hydrolysée en @tet phénylalanine
(Hult et al, 1976) ou est estérifice en OTC (Galtier & Alvieerl976). EubacteriumBBSH797,
bactérie isolée du rumen, a été caractérisée plaatS8nayret al (2005) pour son potentiel de
dégradation de 'OTA en QI La capacité de dégradation de 'OTA endOpar Acinetobacter
calcoaceticus également isolée a partir du rumen, a été mised\édencein vitro sur milieu
synthétique a 25 et 30°C (Hwang & Draughon, 1994).

Des enzymes naturelles ont également la capacidégtader 'OTA. La dégradation de 'OTA,
en divers produits non identifiés, a été mise ededce par des suspensions de cellules de bléed’or
ou de mais. Ces transformations enzymatiques intclles réactions d’hydrolyse, de méthylation et
d’hydroxylation qui conduisent parfois a une peltepotentiel toxique de la molécule (Ruhlatdl,
1994,1996a, 1996b). Une lipase, isolée a parfispergillus nigeldégrade I'OTA en Od (Standeset
al, 2000). D’'autres activités enzymatiques, ainsi d@atres microorganismes, ont été caractérisés
pour leur potentiel de dégradation de I'OTA. Ceugant présentés dans le tableau 7.

Microorganismes ou enzymes Reference
Microorganismes du rumen Galtier & Alvinerie, 197dult et al, 1976 ;
Akiyamaet al, 1997
Butyrivibrio fibrisolvens Westlaket al, 1987
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium Skrinjaret al, 1996
sp.
Acetinobacter sp. Hwang & Draughon, 1994
Phenylobacterium sp. Wegst & Lingens, 1983
Aspergillus niger, A. fumigatus Vargd al, 2000
Aspergillus niger, A. versicolor, A. wentii, A Abrunhoseet al, 2002
ochraceus
A. niger(lipase) Standegt al, 2000
Pleurotus ostreatus Engelhardt, 2002
Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus sp., Bohmet al, 2000
Bacilus subtilis, B. licheniformis
Carboxypeptidase A Deberghetsal, 1995 ; Standest al, 2001
tableau 7.  : potentiel de dégradation de différentes enzyrhes@oorganismes (d’'aprées Varga et al, 2005)

L'OTA est dégradée par des souches Rlt@zopus stolonifeet R. microsporusavec une
efficacité pouvant atteindre 96% sur un blé hunéd{¥/argaet al, 2005).Rhizopusstonoliferest un
pathogéne des plantes colonisant celles-ci apceteélLesrhizopussont les principaux champignons
isolés dans les zygomycoses de patients ; cependaizopusstolonifer est rarement mentionné
comme un pathogéne humain. Les auteurs proposetilisér ces souches pour la décontamination
des céréales, aprés avoir caractérisé les enzainssgue les genes, responsables de cette actevité
dégradation de I'OTA.

La caractérisation du potentiel de dégradation '@TA par certains microorganismes
appartenant a la flore microbienne naturelle darient contaminé, présente un intérét plus fort lque
seule caractérisation des activités enzymatiques. $duches de champignons, isolées a partir des
grappes de raisin et appartenant aux gelspergillus Cladosporiumet Penicillium sont capables de
dégrader 'OTA & un taux supérieur a 80% sur mifignthétique (Abrunhoset al, 2002). Deux voies
de dégradation différentes ont été mises en évident fonction de I'espéce, I'une impliquant
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I'activité carboxypeptidase conduisant a la tramsgtion de 'OTA en Od. De plus, cette capacité
de dégradation de I'OTA a été identifiée dans adeslses ochratoxinogenes et dans des souches non
toxinogenes. Ces souches appartiennent a la flaeloienne naturelle du raisin. L'utilisation des
souches non toxinogénes pour I'élimination de I'O3u le raisin peut étre envisagée. Les bactéries
lactiques et les levures, intervenant dans desdescde fermentation agro-alimentaires, préseatent
potentiel pour la décontamination en mycotoxines denrées (pour une revue, voir Shetty &
Jespersen, 2005). La dégradation de I'OTA présdates le lait a été mise en évidence par les
bactéries du yaourtLactobacillus Steptococcuset Bifidobacterium (Skrinjar et al 1996).
Saccharomyces cerevisjdevure utilisée en cenologie, a la capacité di@émlI’OTA contaminant
fréequemment le vin. L’adsorption des mycotoxines [@s levures a été mise en évidence par
I'utilisation d’'un mélange de levure stérilisé & Esidus de fermentation de la biere : le mécanism
expliquant la disparition de I'OTAn vitro suppose I'adsorption de I'OTA sur la paroi desuleg
(Grunkemeier, 1990). L'élimination de 'OTA par les/ures est supérieure quand les levures utilisées
sont mortes et atteint 90% d’élimination. Ceci @oné I'hypothése selon laquelle I'élimination de
I'OTA résulte d’'un phénoméne d’adsorption dans &gle volume de la cellule joue un réle dans la
capacité d’élimination (Bejaoudt al, 2004). De plus, I'utilisation de ces levures vites, ou mortes,
n'entraine pas de modifications de la qualité dn. Ve procédé est donc prometteur pour la
décontamination en OTA du vin.

Des activités enzymatiques ont été identifiées pmuaiegradation de I'OTA, mais leur mise en
ceuvre en tant que procédé de décontaminationadidte développée. Le potentiel de dégradation de
'OTA par des microorganismes naturellement présedans l'ensilage ou dans les denrées
alimentaires comme le raisin, présente un intését péduire I'exposition de I'animal et de 'homrae
cette toxine. Cependant, actuellement aucun praogégdéréellement mis en ceuvre.

Certaines de ces méthodes biologiques sont tremetieuses pour la décontamination de
produits particuliers, comme le vin ou le lait, sxur extrapolation pour le traitement des céstale
n'est pas encore étudiée.

3.2.2 Méthodes physiques de décontamination

3.2.2.1 Situation actuelle

Le nettoyage et le tri permettent d’éliminer unetpdes mycotoxines sans altérer ni les
propriétés nutritives, ni I'aspect des denrées.e@dpnt, en ce qui concerne I'OTA, le simple
nettoyage des grains ne permet pas, ou peu, deedaeontamination en OTA du grain (Osbosate
al, 1996 ; Scudamore, 2005).

Le procédé de cuisson associé a I'extrusion impligupassage du matériel brut contaming,
pendant une courte durée, a des températures goévarsupérieures a 150°C. L'utilisation de ce
procédé sur les céréales entraine des modificatimigculaires et des réactions chimiques qui se
traduisent par une gélatinisation de I'amidon, wuématuration des protéines, une inhibition des
activités enzymatiques mais également une réduamna charge microbienne (Harper, 1989).
L'utilisation d’'un extrudeur, a des températuresmpases entre 168 et 200° C, permet de réduire le
taux de contamination en OTA du blé respectivemdmt 21% et 39% pour des niveaux de
contamination initiaux de 10 et 50ug/kg (Scudansdral, 2004).

Un décapage du blé, éliminant 2% de la masse dim, goarmet de réduire le niveau de
contamination en OTA dans le grain de blé de 40%rapport au grain non traité. Ce traitement
préalable a une incidence sur le taux d’'OTA quasetrouvé dans la farine et le pain complets. Par
contre, I'application de ce procédé a une inciddimiée sur la teneur en OTA des farines et pain
blancs, celle-ci étant déja nettement réduite amscdu procédé de fabrication, qui élimine lesipart
périphériques du grain (Osboreeal, 1996 ; Scudamore, 2005).

Le moulage humide est un procédé développé surie qui permet d’en réduire la charge en
toxines : 43% de I'OTA est éliminée dans les eaextrditement mais 51% reste cependant dans le
gruau (Wood, 1982).
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La désactivation thermique a été testée, mais -cellest d’'une efficacité limitée pour
I'élimination de I'OTA. Le traitement du blé, enrditions humides, pendant 145, 60 et 19 minutes
respectivement a 100, 150, et 200°C permet dengdei moitié le taux d'OTA (Boudret al, 1995).
L’élimination de I'OTA nécessite un passage a des\pératures élevées, pendant des durées
relativement longues. Il a été montré que 'OTAtemtsformée en I'épimere 3-S suite au chauffage a
des températures identiques a celles de la cuissote la torréfaction (Suarez-Quiroz, 2004). Ce
dérivé de I'OTA a un potentiel toxique vitro réduit d'un facteur 10 par rapport a celui de [2O3ur
les activités mitochondriales et la synthése pgogi(Bruininket al, 1997).

Les effets des irradiations ont également été ésudies radiations gamma, appliquées sur la
denrée contaminée, sont capables de nettementadduilore microbienne (El-Bazzst al, 2001 ;
Aziz & Moussa, 2002). La présencefdpergillus ochraceusinsi que celle d’OTA conséquente a la
contamination par ce champignon, sont totalemehibées pour une dose de 4kGy. Une dose
comprise entre 15 et 20 kGy permet la destructied’@TA présente dans I'aliment (Refat al,
1996). L'application de ces radiations permet limegtation de la durée de conservation de la denrée
traitée en la rendant moins susceptible aux comt@ions par les moisissures (Nagy & Loufty, 2002).
Un inconvénient de ces méthodes de traitement gadiations réside dans la réticence du public a
I'utilisation de telles pratiques. De plus, cel@nt un colt élevé, et l'utilisation d’un tel tement
peut difficilement étre réalisé sur le lieu de ke ou de transformation des aliments.

Des méthodes biologiques sont également dévelogpéesune revue, voir Karlovsky, 1999).

En conclusion, des stratégies visant a limiteolatamination par 'OTA sont développées mais
celles-ci ont une efficacité restreinte. Les mé#sode décontaminations physiques efficaces pour
I'élimination de I'OTA, comme lirradiation ont urcolt élevé et leur développement pour la
décontamination a grande échelle est délicat. loedué Oxygreen® peut étre une solution a la
problématique de contamination des céréales pal:0

3.2.2.2 Le procédé Oxygreen® : une solution poudi&contamination en OTA des céréales ?

Le procédé Oxygreen® est un procédé développée entires, pour la décontamination en
mycotoxines des céréales. Celui-ci consiste enraitement a I'ozone des grains contaminés en
réacteur clos. Ce chapitre de l'introduction bigtaphique a pour objet, d’'une part de présenter
'ozone, ses caractéristiques chimiques, son peterdécontaminant et son utilisation en
agroalimentaire, et d’autre part, de présentemtergiel du procédé Oxygreen® pour son utilisation
en tant qu'auxiliaire technologique, mais égalensntant que procédé décontaminant.

3.2.2.2.1 Le principe actif : 'ozone

3.2.2.2.1.1 Qu'est-ce que I'ozone

L’ozone est formé de 3 atomes d’oxygéne. Sousdeslitons normales de température et de
pression, il se présente sous la forme d'un gaztélsous forte épaisseur, instable, ayant une odeur
acre caractéristique. Les principales caractéustghysiques de I'ozone sont rappelées ci-apres.

Le poids moléculaire de I'ozone est de 48 g/mah, point de liguéfaction est atteint & -112°C et
son point de solidification a -192,7°C, sous urespion de 1 atmosphére (The Merck Index, 1989). Sa
masse volumique, a 0°C sous une pression de 1 jplties est de 2,15 g/l. Le potentiel d’'oxydation
de I'ozone est élevé (-2,07V), comparé a celui témuoxydants tel que le chlore (-1,36V). L'ozone
est soluble dans I'eau ; des facteurs tels quentgérature ou le pH joueront sur sa solubilité.

3.2.2.2.1.2 La réactivité de I'ozone

L'ozone présente deux types de réactions qui sargctdment liées au pH du milieu
réactionnel.

A pH acide, les réactions de l'ozone sont préfétemnent de type moléculaire, en absence de
promoteurs de radicaux libres. A pH basique, lestiéns de I'ozone sont préférentiellement de type
radicalaire.

Les réactions de 'ozone varient aussi en fonatimta nature du milieu (liquide, gaz, solide, ou
tixotrope c'est-a-dire en milieu ni vraiment solidevraiment liquide comme la pate a papier)
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- Comportement de I'ozone dans I'eau

En milieu liquide, les réactions ont lieu aprésgfert de I'ozone gazeux dans ce milieu. Le
transfert s'effectue par dissolution de I'ozonesdorme de bulles, et passage de I'ozone au saleer
I'interface gaz-liquide. Deux types de réactionsveat étre envisagees:

- les réactions rapides (cinétique du premier Qrguéont lieu a l'interface gaz-liquide,

- les réactions semi-rapides ou lentes (cinétiquedeuxiéme ordre), qui n'ont pas lieu a
l'interface gaz-liquide, et qui dépendent de ldudifon de I'ozone dans le milieu réactionnel, ains
de la nature du réactif.

La stabilité de I'ozone dissout en milieu liquidgdnd fortement du pH et de la température du
milieu. La lumiere ultraviolette incidente peut Egaent avoir un effet sur la stabilité de I'ozone
dissout en milieu liquide. La concentration dediog dans la phase dissoute, ainsi que la présence
éventuelle d'inhibiteurs, de propagateurs ou diieitirs de radicaux libres en solution, peuveniravo
une incidence marquée sur la décroissance de ewotation d'ozone dissout ainsi que sur sa durée
de vie (Tomiyasu & Fukutomi, 1985). Le rble de éanpérature du milieu réactionnel, bien que
modéré entre 15 et 35 °C, devient prépondérantetd de ces températures (Pan & Chen 1984 ;
Parthasarathy & Peterson 1990). Un exemple deio@apbssible de I'ozone, en phase liquide, est
décrit dans le modele ci-aprés développé par HatgBader (1976, 1978).

En solution liquide, I'ozone peut se décomposeantide réagir avec le milieu réactionnel.
Cette décomposition conduit a la formation d'espépkis réactives, généralement de types
radicalaires. Divers travaux ont permis de démorgue la décomposition de I'ozone résultait d'une
réaction en cascade, dans laquelle I'ion hydroxgde le réle d'initiateur. Les espéces radicalaires
formées au cours de la réaction, initient la réacten cascade. L'ozone peut donc, soit réagir
directement sur les molécules présentes en solatignau dela d'une valeur critique du pH, se
décomposer. Dans ce dernier cas, les espéces suasdécomposition de I'ozone dans le milieu
liquide, telles que le radical hydroxyle (°OH) peuav devenir les agents oxydants. Le pH du milieu
réactionnel est dépendant des réactions primayi@s sieu avec les molécules initialement présentes
dans le milieu réactionnel, puis secondairemerg, rdactions de I'ozone avec les sous-produits des
réactions primaires (Hoighe & Bader 1976; HoignB&der 1978).

En présence de molécules réactives a I'ozone, dkcaia hydroxyle, généré suite a la
décomposition de I'ozone, pourra réagir avec calied\ partir de 1a, la réaction peut évoluer de
différentes facons, dépendantes de la nature deakésules (Staehelin & Hoigné, 1985).

- Réactivité de I'ozone moléculaire

L'ozone peut agir, soit comme un agent d'additi@dipolaire (Huisgen, 1963), soit comme un
réactif électrophile (Meinwald, 1955) ou nucléopHiLanglais & Reckhow, 1985).

- Réaction de cyclo-addition (mécanisme de Criegee)

Pour rendre compte de la réaction de cyclo-additeostructure dipolaire de I'ozone doit étre
envisagée. Cette réaction peut intervenir au nivisuliaisons insaturées des molécules. La réaction
d'addition 1,3-dipolaire peut également concermer liaison carbone-hydrogéne, activée ou non. Une
liaison est dite activée si I'état de transition,c@urs de I'ozonation, est fortement stabilisé ypar
groupe donneur d'électrons tel qu'un groupe hydepx@alkoxy- ou amino-. Les molécules concernées
sont donc les alcools, les éthers, les aldéhydésseamines. Les composés ne comportant pas de
liaison activée sont les alcanes et les cyclo-alsaBe mécanisme de cyclo-addition peut conduae a
formation d’ozonides réactifs.

- L'attaque électrophile

L'attaque électrophile peut avoir lieu sur des maligs a forte densité électronique, telles que
les composés aromatiques, possédant un substitaaneur d’électron, et, conduisant a la formation
de quinone, et ou telles que les oléfines qui petude époxydées.

- La réaction d'auto-oxydation

Deux mécanismes ont été proposés pour l'oxydat®rlialsons carbone-hydrogéne ; l'un
correspond a une addition 1,3-dipolaire (Bach & B194), l'autre a une réaction de type radicalaire

48



Introduction bibliographique

avec initiation par I'ozone d'une auto-oxydationhi®ert & Pease, 1956). Cette réaction radicalaire
est une réaction en cascade dont I'ozone estdangedur et dont I'oxygéne est l'oxydant.

- L'attaque nucléophile
Prévue par la théorie, l'attaque de I'ozone sodisriae d'un di-radical a été observée lors de
I'oxydation de composés possédant un déficit @erittue (Langlais & Reckhow, 1985).

3.2.2.2.1.3 L'utilisation industrielle de I'ozone
La découverte des propriétés bactéricides de I'ezmmr Ohimuhler, en 1890, a été a l'origine

BN

de sa production industrielle. Afin d’obtenir lesiagtités d’'ozone nécessaires a son utilisation
industrielle, diverses méthodes de production alzohe ont été développées.

- Production industrielle de I'ozone

Les brevets les plus innovants concernant les rdéthale production de l'ozone ont été
répertoriés par Milleet al, 1998. Les trois principales méthodes utiliséed &5 méthodes électro-
chimiques, les méthodes par radiations ultra-viedeet les méthodes de décharge électriques. C’est
cette derniere méthode qui est utilisée pour ladyetion de I'ozone dans le cadre du procédé
Oxygreen®

Dans cette méthode, I'oxygéne pur, ou un gaz veateatenant de I'oxygene, traverse un
espace entre deux électrodes séparées par unehdtéiectrique (Figure 5). Les électrodes sont, e
général, des tubes concentriques métalliques oéldesodes plates, qui sont connectés a une source
d’électricité alternative. Quand un voltage altéifrest imposé aux deux électrodes, une décharge de
type couronne, se crée entre les deux électrotié#sxggéne présent dans I'espace de décharge est
converti en ozone. Les molécules d'€bnt dissociées en deux atomes d'oxygéne, lesmeels
recombineront pour générer une molécule;d’O

Source de <« Matériel di électrique

potentiel Oxygéne —»Espace de décharge -m Ozone

Figure 5. : Systéme de production d’'ozone par décharge épetr

L’arc électrique génére une production de chaledrpgut aboutir a une décomposition de
'ozone si celle-ci n'est pas contrdlée. Afin d’edaper ce phénoméne, les ozoneurs, utilisant les
méthodes de décharges électriques, sont équipdés systeme de refroidissement. Celui-ci doit
permettre l'obtention d'une température du gaz dbespace de décharge compatible avec la
génération maximale d’ozone. Cette températureéistsuffisamment basse pour qu’il n’y ait pas de
décomposition de I'ozone. Ce refroidissement esgé@éral assuré par une circulation d’eau ou,d’air
a la surface des électrodes, de facon a ce quealaur générée par la décharge soit absorbée par le
fluide de refroidissement.

- Domaines d'utilisation industrielle de I'ozone

Actuellement, I'ozone est utilisé dans de multipldemaines, notamment I'agriculture,
I'alimentation, I'industrie du papier, la chimiea Ichimie fine, la pharmacie, et les cosmétiques ;
néanmoins, son utilisation majeure consiste endans le traitement de I'eau.
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L’'ozone a suscité un intérét industriel particulguite & la découverte de ses propriétés
bactéricides, et a été utilisé pour accroitre lalitfimicrobiologique de divers produits alimergair
(Kim, 1998 ; Kimet al, 1999). Le spectre antimicrobien de I'ozone, ésaitlé ci-aprés.

- Le spectre antimicrobien de I'ozone

L’action antimicrobienne de I'ozone a été mise eid@&nce sur de multiples bactéries. L'ozone
a la capacité d’'inhiber le développement des biastéque celles-ci soient sous forme végétativa ou
I'état de spores, bien que la forme sporulée soipeau plus résistante (Broadwatdral, 1973).
L'inactivation dépend de la concentration en ozaiesi que du temps de contact appliqué. L'ozone
inhibe le développement par exemple Blecillus sp(Broadwateret al, 1973 ; Khadre & Yousef,
2001),E. coli (Joretet al 1982 ; Restainet al, 1995),Salmonella sgRamirezet al, 1994 ; Restaino
et al, 1995), delisteria monocytogene@Vadeet al, 2003 ; Restainet al 1995) ouStaphylococcus
aureus(Burlesonret al, 1975). L'utilisation de co-traitements, commetilisation de radiations UV, de
pH acides, l'addition d'acide ascorbique (Naitol992) ou [l'utilisation conjointe d’ultrasons
(Burlesonet al, 1975) augmentent I'efficacité antibactériennd’'amone.

L'ozone a aussi une activité antifongique ; il pauinhiber le développement des levures ou des
moisissures, ces derniéres étant plus résistaRtesgainoet al, 1995). L'effet fongicide de I'ozone a
été mis en évidence, que le champignon soit sausefmicellaire ou sous forme de spore (Aktral,
2003). Cet effet fongicide, notamment démontrélesdypeFusarium testé sur I'orge, peut étre accru
en faisant varier le taux d’humidité de I'orge attempérature (Kottapahit al, 2005).

L’action antimicrobienne de I'ozone est dépendal@dacteurs environnementaux, ainsi que de
I'état physiologique des microorganismes. La selitgililes microorganismes variera en fonction du
pH, de la température, de I'humidité et de la présede molécules organiques dans le milieu
(Leiguardaet al, 1949 ; Herboldet al, 1989). L’humidité relative est particulieremeniportante :
l'activité bactéricide de I'ozone est quasimentlayour des taux d’humidité relative inférieurs a
45%, alors que l'inhibition bactérienne est trésvék quand le taux d’humidité atteint 85 a 95%
(Elford & Ende, 1942 ; Ewell, 1946). Par ailleufszone réagit avec les molécules présentes dans
I'environnement traité, ceci limitant I'efficacitdu traitement. C’est pourquoi, le taux d’éliminatide
la population de&salmonella spst nettement plus important quand les bactéoess@acées dans de
I'eau distillée (Daveet al, 1998) par rapport au taux d’élimination observes Idu traitement de
carcasses de poulet contaminées (Rangted, 1994). De méme, I'application de I'ozone sur li¢ la
permet de diminuer la population bactérienne, raaex une efficacité inférieure a celle observée en
absence de matiere organique (Moeteal 2000). Restainceet al constatent que le potentiel
bactéricide de I'ozone sur des populations de Sadfles et dE. coli n’est pas modifié en présence
d’amidon ; il est par contre réduit par la présedans le milieu d’albumine sérique bovine (Restaino
et al 1995). Castilleet al ont montré, quand a eux, que des populatior&atteonella typhimuriurat
d’E. coli 0157 :H7 n’étaient pas éliminées de carcasses d#, lue maniére plus efficace par un
traitement a I'ozone que par un simple lavage deédiade a I'eau (Castillet al, 2003). L’efficacité de
I'élimination de bactériesH. coli, Staphylococcus aureuSalmonella typhimuriunou Pseudomonas
fluorescenp par I'ozone est réduite quand celles-ci sontemtes dans des effluents (Burlesral,
1975). La présence de matiere organique, avec llagigzone peut réagir, déterminera le potentiel
décontaminant de I'ozone ; la nature de la mateéganique présente dans le milieu a également son
importance. Des temps de contacts plus longs séckessaires pour obtenir le méme taux
d’élimination des bactéries présentes dans deseetf et de celles présentes en solution saline
(Burlesonet al, 1975).

L'efficacité de l'ozone, en temps qu’agent antirolden, dépendra de la quantité d'ozone
appliquée, mais également de celle disponible miapas réagi avec la matrice (Kim, 1998). La
présence d'albumine, par exemple, dans le miligluitésensiblement I'efficacité bactéricide de
'ozone (Yang & Chen, 1979 ; Restaimd al, 1995). Ces propriétés fongicides et bactériciolas
trouvé leur utilisation dans le domaine agroalira@et

- Utilisation dans le domaine agroalimentaire, emtact direct avec I'aliment

Depuis 1982, I'utilisation de I'ozone, pour le teament de I'eau en bouteille, est admise aux
Etats-Unis avec des restrictions spécifiques (FD#82). Récemment, un comité d’experts a affirmé
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gue l'ozone était une substance « GRAS » (« GdgeRécognised As Safe ») pour de larges
applications alimentaires (Graham, 1997). La FDA&oed and drug administration », n’a pas émis
d’objection vis-a-vis de cette affirmation, ce dait que 'ozone, en phase gazeuse ou aqueuse, peut
étre utilisé comme désinfectant dans l'industrieoalimentaire aux Etats-Unis, et peut étre utilisé
pour des applications en contact direct avec laritore. Dans I'agroalimentaire, I'ozone présente u
potentiel d’utilisation pour I'amélioration du stage de produits alimentaires tels que les fruitese
léegumes, la viande, le poisson ou le fromage, @jusipour le lavage et I'assainissement des denrées
présentant une surface intacte et lisse (pouremeer voir Kimet al, 2003)

Les applications les plus récentes de I'ozone, dmmmaine agroalimentaire, concernent la
conservation des aliments, la désinfection, ainsile ralentissement des processus de maturation de
fruits et des légumes. Le stockage des pommes, Wlamshambre froide a 0°C et 95% d’humidité
relative, dans laquelle est appliqué un flux d’czdd a 6ug/l) a raison de 4 heures par jour, pedaet
réduire la détérioration des fruits et de limiteud perte de poids (Bazarova, 1982). De méme, des
essais d’'ozonation sur des oignons, des pomme=@s,.tdes raisins, ou des betteraves, permettent d
réduire les contaminations bactériennes, de dimilasepertes liées a la détérioration des alimestts,
d’augmenter la durée de conservation de l'alimeait€I'berg-Blanket al, 1979 ; Baranovskayet al,
1979 ; Saricet al 1996). L'ozone est également utilisé dans I'aib&nt, pour retarder la maturation
des fruits. L'éthylene, agent de maturation deddrat des plantes, est oxydé en,G® HO par
I'ozone. Cette diminution de la concentration emyléne dans I'air de la chambre froide, a pourteffe
un accroissement de la durée de conservation dediat, par ralentissement de sa maturation
(Horvathet al, 1985).

Des essais, menés sur des aliments secs, ont égalemntré que I'on pouvait réduire de facon
tres nette la charge microbienne de ce type d'alin{®laitoh et al, 1988). Des essais sur les
cacahuétes et sur le coton ont montré I'aptitudBodene a détruire les aflatoxines présentes ear ¢
matrices alimentaires (Dolleast al, 1968 ; Dwarakanatlet al, 1967). L'utilisation de faibles
concentrations d'ozone, au cours de l'affinage dombge, permet d’augmenter la durée de
conservation de celui-ci (Horvatket al, 1985) et d’inhiber le développement des spores de
moisissures (Shileet al, 1978). L'application d’ozone (5 & 7 pg/l) a raiste 4 heures tous les 2 a 3
jours, empéche le développement de moisissurde fimage, ainsi que sur le matériel d’emballage,
et ce, sans avoir d'effet néfaste, ni sur la cortjos chimique, ni sur le golt du fromage
(Gabriel'yants’et al 1980). Serraet al constatent cependant, que seules les moisispugesntes
dans l'espace aérien de la chambre d'affinage ébmtinées, alors que celles présentes sur les
surfaces survivent a un traitement a I'ozone (Setred 2003).

Le lavage du poisson vidé, par une solution salzenée pendant 30 & 60 minutes, permet de
nettement diminuer le nombre de bactéries vialgleaugmente la durée de conservation du poisson
de 20 a 60% quand le traitement est répété touddax jours (Haraguchet al 1969). De plus,
I'utilisation de I'ozone, combinée a un stockagefraid, permet d’augmenter la qualité gustative du
poisson en diminuant la formation de triméthylam{P@ndoet al, 1992). Récemment, l'intérét de
I'utilisation de blocs de glace ozonée, a été démgmour la conservation du poisson (Camgbal,
2006).

La conservation de la viande ou des ceufs, estrégateaccrue suite a I'utilisation de I'ozone.
Le traitement a I'ozone de la viande permet deiréda charge bactérienne, et d'augmenter la durée
de stockage de 30 a 40% (Kolodyaznaya & Suponi@@b5)l Ce traitement, réalisé par de I'eau
ozonée, s’avére plus efficace que d’autres traitésneomme celui a I'acide acétique ou comme
I'utilisation de désinfectants commerciaux (Reagatnal, 1996). Sur les ceufs, la population
bactérienne est également nettement réduite, auiteaitement a I'ozone, cependant une réduction du
potentiel des ceufs a éclore est observée (Wh&i&reldon, 1989).

L'ozone a également été testé pour la décontaromdactérienne des surfaces (Li & Wang,
2003), des équipements ainsi que des emballages.

- Intérét et limites de I'utilisation de I'ozone

L'ozone a démontré une efficacité supérieure aecell peroxyde d’hydrogéne pour
I'élimination par exemple dBacillus sp (Khadre & Yousef, 2001). LeSusaria, présents sur l'orge,
sont éliminés avec une efficacité plus élevée paraitement au peroxyde d’hydrogéne par rapport au

51



Introduction bibliographique

traitement a 'ozone (Kottapalét al, 2005). L'ozone présente une activité antibactére vis-a-vis
des spores, des micro-organismes fécaux, des gatbegt des virus, plus élevée et plus rapide que
celle du chlore, et ce, particulierement quand viemmnement est riche en matiére organique
(Gomella, 1972). Une étude, menée par Kestsal montre que I'ozone a un taux de désinfection vis-
a-vis du poliovirus supérieur a celui du chloresutéats confirmés ultérieurement par Scarghal
(Kesselet al, 1943 ; Scarpinet al, 1972). Lors du traitement des eaux usées oualesde boisson,
I'ozone présente I'avantage de ne pas rester prdaes I'eau traitée, de ne pas provoquer I'apparit

de composeés organo-chlorés et de ne pas laisseadlais goQt en ce qui concerne I'eau potable. Le
traitement a I'ozone génere des produits dérivéfqien quantité moins importante que celle générée
lors de la chloration (Andrzejewsét al, 2005 ; Guat al, 2005). La molécule d’ozone se décompose
spontanément en oxygéne, ce qui limite 'accumoitatie déchets inorganiques dans I'environnement
(Horvathet al, 1985).

Cependant, une étude semble indiquer que les psodé@nérés suite a la désinfection par le
chlore ou par I'ozone ont un potentiel génotoxigurailaire (Sujberiet al 2006). Afin de pallier cet
effet toxique, des traitements combinés sont prépqgsour limiter la formation de ces produits
génotoxiques suite a lI'ozonation, tels qu’une diitsn préalable des effluents (Guay al, 2005 ;
Karnik et al, 2005). Lors de l'utilisation dans le domaine agjmoentaire, une oxydation de la surface
de l'aliment traité peut avoir lieu si la concetiza en ozone utilisée est trop élevée (Rital 1982).
Fournaud & Lauret signalent une décoloration, ajjus la génération d'une odeur indésirable, sur la
viande traitée a I'ozone (Fournaud & Lauret, 19T2)zone modifie également la couleur de certains
fruits ou Iégumes, comme les péches, les carottde brocoli (Lewiset al, 1996 ; Liew & Prange,
1994). Enfin, 'ozone peut avoir un effet négatiir $a qualité gustative du produit traité, comme
observé sur les épices (Zagatral, 1992) ou le lait en poudre (Ipsen, 1989). Unelmmsdion du coté
gustatif a tout de méme été observée dans cedamsotamment avec les ceufs ou le beeuf (Dehdo
al, 1992 ; Baileyet al 1996). Ainsi, les altérations des propriétés afists de I'aliment traité
dépendent de la composition chimique de celui-eilaldose d'ozone appliquée et de la durée du
traitement. D’'un point de vue toxique, I'ozone est irritant des yeux et des poumons. Thorp a
déterminé des seuils limites d’exposition de I'hoenen I'ozone, correspondant a des effets nocifs
croissants. Ainsi, il a défini des effets symptaoags, des effets irritants, des effets nocifs ea d
effets |étaux pour des expositions aux concentratiespectives de 2, 4, 5 et 95ppm (Thorp, 1950).
Des effets mutagénes de 'ozone ont pu étre miévaence Suk. coli, exposée 5 minutes a une
concentration d'ozone dans l'air de 0,05ppm (Haméli Chung, 1975). Les effets mutagenes de
I'ozone ont été suggérés sur les plantes (FetB&B)let sur I'animal (Stockinger, 1962).

Aux Etats—Unis, dans I'environnement de travailctacentration maximale en ozone admise
est de 0,1ppm (CFR, 1997), alors que les résutatenus par I'étude de Razumovskii suggérent une
concentration maximale admissible en ozone de p@#7(Razumovskii & Zaikov, 1984). Ainsi, au
vu des effets nocifs liés a I'inhalation de l'ozpries systémes de mesure de la concentration de
I'ozone dans l'air ambiant, ainsi que des systédsedestruction de I'ozone résiduel, doivent étre mi
en ceuvre lors de I'utilisation industrielle de koe. De plus, les conditions optimales de traitémen
pour I'obtention du résultat souhaité, doivent &ééerminées afin de ne pas utiliser de conceotrsti
excessives d'ozone.

En France, l'ozone est un « produit auxiliaire raua autorisation » pour l'usage dans
I'industrie agroalimentaire. L'’AFSSA et la DGCCRRt@mis, en 1999, un avis favorable concernant
I'utilisation de I'eau ozonée pour le lavage degétdux crus (avis du 14 septembre 1999). Un avis de
I'’AFSSA de juillet 2003, étendu dans I'avis de sepbre 2004, autorise ['utilisation de I'ozone sair |
blé avant mouture en temps qu’auxiliaire technajogi (AFSSA 2003-SA-055 et AFSSA 2004-SA-
0161).

3.2.2.2.2 Développement du procédé Oxygreen®

L’'ozone, appligué sous forme dissoute en phaseusgueu par voie gazeuse, a plusieurs
applications dans le domaine agroalimentaire comprésenté précédemment. Le procédé Oxygreen®
offre des applications novatrices, pour l'utiliesti de I'ozone dans ce domaine. Le procédé
Oxygreen® a démontré sa capacité a détruire la thactérienne présente sur le blé, a détruire des
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pesticides présents sur le blé, et a diminuerue ¢ mycotoxines du blé. Les applications du ptécé
Oxygreen®, déja validées, sont présentées ci-apres.

3.2.2.2.2.1 Applications novatrices du procédé Oxyeen®

Il permet I'obtention de farines a caractéristgjtiechnologiques particulieres, 'augmentationale |
digestibilité des substrats ligno-cellulosiquessague la diminution de la charge en mycotoxines d
céréales. Plusieurs brevets ont été déposés. Dbraonses enveloppes Soleau ont été déposées pour
I'utilisation de I'ozone sur des substrats ligndhdesiques.

- Brevets déposés

- Procédé et installation pour le traitement desesees et des bulbes
Method and system for the treatment of seeds attisBu
International patent classification: AO1C 1/00

Brevet Francais n° FR 9311776;

Date de dépébt: 10 octobre 1993

N° international filling: PCT/FR 9401153 ;

N° international publication WO 95/09523;

Date de publication internationnale: 13 avril 1995

- Procédé et installation pour la fabrication d@nfes partir de grains traités a 'ozone
Method and installation for making flour from Ozeimeated grains

International patent classification: A23B 9/18

Brevet Frangais n° FR 9915955

Date de dépébt: 17 décembre 1999

N° international filling: PCT/FR 0003573.

N° international publication WO 01/43556;

International publication date: 18.12.00 (dec",1800)

- Traitement de substrats ligno-cellulosiques jpaohe
Treatment of lingo-cellulosic substrates with Ozone
International patent classification: A23K 1/12
Brevet Francais n° FR 0108243

Date de dép6bt: 22 juin 2001

N° international filling: PCT/FR02/02162

N° international publication WO 03/000070 Al

- Procédé pour le traitement a I'ozone de matié¥gétales
Device for ozone treatment of plant materials
International patent classification: BO2B 1/04

Brevet Francais n° FR 02845015

Date de dépbt : 27 septembre 2002

N° international filling: PCT/FR 03/02831

N° international publication: WO 2004/028695 Al
International publication date: 08/04/04

- Procédé de pétrissage de pates a base de farbié tendre, réalisé en présence d’ozone.
En procédure PCT — Mars 04

- Facilité de mise en place du procédé Oxygreen®sertion dans le diagramme meunier

Ce procédé présente l'avantage de pouvoir s'ind@eiement dans le diagramme meunier,
permettant I'obtention de farines issues d'un én&, ayant des propriétés microbiologiques et
technologiques améliorées.
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Contrairement a d’autres procédés, comme le traitérau chlore, I'application de I'ozone ne
laisse pas de résidu sur le grain traité. Il andtétré qu'il ne persistait aucune molécule d’'ozone
résiduel aprés traitement des grains sur les geairgnémes, ou dans I'espace interstitiel. Le mécé
Oxygreen® peut étre mis en ceuvre, au niveau duimdigdu de transformation des céréales. Il ne
nécessite pas d’intercaler d'étapes supplémentdicesiis I'ozonation, dans le procédé de fabricatio
de la farine. L’humidification du blé, requise podllefficacité de I'ozonation, est déja une étape
présente dans le diagramme meunier avant le broglagegrains. Le procédé Oxygreen® peut
s'intercaler dans le diagramme meunier, apres lapeé classiques de nettoyage des grains. Le
positionnement du procédé dans le diagramme meesiigrrésenté sur la figure 6 ci-dessous.

Blé sale

\/ U

Silos de
stockage

mélangeur

Elimination des
particules légeres,
pierres, métaux

humidification  — I

repos

ozonation

Deuxieme
nettoyage

Broyage

Figure 6. : modéle d’'insertion du traitement Oxygreen® damsgliagramme meunier

Les grains stockés dans différents silos seronamgéls avant d’étre soumis a la premiére étape
de nettoyage, consistant en une élimination pafflaga des particules les plus Iégeres. Ces grains
seront ensuite humidifiés, de telle sorte que I'lditd du grain soit optimale pour procéder a la
mouture, soit 18% d’humidité pour la mouture du hiés grains humidifiés sont soumis a une étape
de repos, comprise entre 8 et 36 heures, avanedéumis aux autres étapes de nettoyage qui vont
permettre de récupérer notamment les enveloppegrdass utilisées en alimentation animale. Ces
étapes classiques de traitement du grain avantumowbont conservées lors du traitement par le
procédé. Celui-ci sera appliqué juste apreés lagptlagepos des grains humidifiés, ou aprés la secon
étape de nettoyage, avant mouture. La pré-humadidic des grains pourra étre réalisée avec de I'eau
ozonée. A la sortie du moulin, le meunier fourmiedarine issue d’'un blé ozoné et présentant uh hau
niveau de sécurité ainsi que des propriétés teobitples intéressantes.

3.2.2.2.2.1 Le procédé Oxygreen® pour I'obtentionadfarines a haut niveau de sécurité
alimentaire
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- Potentiel d’élimination des microorganismes esidus de contaminants

L'ozone, appliquée dans le contexte du procédé f(@eyg, conserve les propriétés
bactéricides ou fongicides décrites précédemmeatptemier domaine d’application du procédé
Oxygreen® consiste en I'obtention de farines a minvtau de sécurité alimentaire. L'utilisation du
procédé Oxygreen®, sur le blé pré-humidifié, a pemiobtenir une nette amélioration de la qualité
microbiologique de celui-ci. En outre, le procédé/@een® permet la destruction des insecticides de
stockage (le malathion, le pyrimiphosméthyl et ddtainéthrine).L utilisation du procédé Oxygreen®
semble démontrer une efficacité pour la destruadi®rertaines mycotoxines dont le déoxynivalénol,
ou 'OTA.

Les conditions de traitement, nécessaires a |'dioierle ces résultats, ainsi que la description
détaillée du réacteur, sont décrits dans le braNe99.15995, déposé le 15 décembre 1999 par la
société GREEN TECHNOLOGIES SARL et ayant pour olgetc Procédé et installation pour la
fabrication des farines présentant un haut niveasedurité alimentaire ».

- Le procédé Oxygreen® en temps qu’'auxiliaire tecthogique

- Obtention de substrats destinés a l'alimentatianimale et ayant un haut degré de
digestibilité

Ce procédé est proposé pour le traitement de rredtgubstrats ligno-cellulosiques, tels que la
paille de seigle, de blé, ou de luzerne, les ctessate betterave et de céréales. La capacité de
traitement par ce procédé peut atteindre plusigiaesnes de tonnes par heure.

Il a fait I'objet du brevet N° 01 08243 : «le tanent de substrats ligno-cellulosiques a
'ozone », qui décrit les paramétres de I'ozonati@elui-ci doit permettre I'obtention de substrat
ligno-cellulosiques a haute digestibilité, destiadmlimentation animale.

- Obtention de farines ayant des propriétés teabgigues particulieres

Le procédé Oxygreen® peut étre mis en ceuvre poobtdhtion de farines dites
« technologiques » a partir de blé tendre. Il ¢$'atg farines dont les propriétés physiques ou
chimiques sont modifiées, et dont le nouveau caraatorrespond a une demande dans les industries
de panification ou de patisseries.

Différentes qualités de la farine, décrites ci-apgont recherchées par les industriels. Il s'agit
par exemple d’obtenir une farine s’hydratant defeaccélérée, et ce, afin de répondre a la demande
des producteurs de pains surgelés, qui utilisempdacédés de pétrissage de plus en plus rapidss. L
propriétés mécaniques des péates sont déterminpoteda formation et la structure du produit fini
aprés cuisson. Ces propriétés concernent la ténéeittensibilité, la tolérance, la machinabiliédnsi
que la porosité de la pate. La ténacité et I'exbdlité de la pate déterminent le développement du
pain, ainsi que sa structure aprés cuisson, miientent également la facilité du pétrissage et du
faconnage. La tolérance et la machinabilité foriérelnce a l'adaptabilité de la pate a différents
procédés de fabrication. Enfin, la porosité coneein structure alvéolaire du produit, qui a une
importance notoire sur son développement et sonpodement au cours de la cuisson. Enfin,
I'activation de certaines enzymes, présentes riorent dans la farine, peut présenter un atout, en
permettant de contréler la coloration du produitgivention de la polyphénol oxydase et de la
lipoxygénase) ainsi que d’améliorer la durée deseoration des farines (intervention des lipases).

Ces qualités, recherchées par I'industrie du paiheda patisserie, sont actuellement atteintes
par I'ajout d'additifs, tels que d-amylase pour I'obtention d’'un meilleur volume deqtuit, d'une
meilleure hydratation de la farine et d'un rassisset du produit fini réduit. L’ajout d'acide
ascorbigue modifie la ténacité de la pate. Le méd@xygreen®, appliqué sur un grain humidifié, et
aprés un temps de repos déterminé, permet d'accridt ténacité de la pate et d’en réduire
I'extensibilité. Le temps de repos a respecter spttumidification des grains est de 24 heures
minimum, et ce afin que les micropores du grainerdalilatés et hydratés, et que I'action de I'czon
puisse avoir lieu en profondeur. L'utilisation debles doses d’'ozone conduit & une augmentation de
la ténacité de la péte, ainsi qu’a une réductiofiedgensibilité, effets similaires & ceux obterpas
I'addition d’acide ascorbique dans les farines. I@uk dose d'ozone appliquée est accrue, les pates
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deviennent plus tenaces, mais également |égérguheporeuses, ce qui présente un atout pour la
confection des cakes anglais et des génoises.,Eiriactivation de la lipase par I'ozone permetun
meilleure évolution de la farine dans le tempsgegtétant lié a I'absence d’oxydation des acides.gr

L’ozone peut également étre appliqué sur le blé dtilisé pour la fabrication des péates et
semoules. Dans ce cadre d'utilisation, I'ozone gmés un avantage en inhibant I'activité de la
lipoxygénase, ainsi que celle de la polyphénol asgd Ces deux enzymes sont responsables
respectivement du blanchissement et du brunissedentsemoules au cours du temps, caracteres
rédhibitoires des semoules pour le consommateur.

Les conditions d'application du procédé Oxygreenflermettant I'obtention de ces
caractéristiques particulieres, sont décrites datsevet N° 02 11 970 déposé le 27 septembre 2002

par GREEN TECHNOLOGIES SARL et décrivant un « [Bdie pour le traitement des matiéres
végétales ».
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1. Matériel et description des principaux tests liéas au cours
de I'étude in vitro

1.1 Description des cultures cellulaires utilisées

1.1.1 Produits utilisés

Les cellules rénales humaines (HK-2), et les adlutpithéliales bronchiques humaines WI
(26VA4), ont été obtenues chez ATCC (American Tyjdture Collection, Manassas, Virginia,
USA).

Les milieux de croissance utilisés pour les cuitur@lulaires sont les suivants:

- le milieu de croissance appeléRRMI » (‘'Roswell Park memorial Institute', milieu 1640
contenant des sels organiques, des acides amiegsyitdmines, du D-glucose, du glutathion, du
phénol et du bicarbonate de sodium avec L-Glutamirg mM d’HEPES)our les cellules WI,

- le milieu Eagle’s minimum essential mediuf@-MEM avec 1000mg/l de D glucose et
complémenté par 2uM de glutamine) pour les cellHI€2.

Ces milieux, ainsi que le tampon phosphate salBSjPet la trypsine, ont été obtenus chez
Invitrogen Life-Technologies (Cergy Pontoise, Fnd.e tampon PBS est constitué de KCI 0.2 g/,
KH,PQO, 0,2g/l, NaCl 8g/l, NgHPO, 1,15¢/I, pH 7,4. La solution de trypsine 10X eshstituée de
Trypsine (0,05%)-EDTA (0.53 mM).

Le milieu nutritif est complémenté par 10 % de sgrde veau foetal apportant des facteurs
mitogénes, nécessaires a la division cellulairpaetl% d'antibiotiques (streptomycine et pénia)i
fournis par Life-Technologies (Cergy Pontoise, Egn Les consommables proviennent du
laboratoire Becton Dickinsohe diméthyl sulfoxide (DMSO) provient de chez Sig(Raance).

1.1.2 Conditions de culture

1.1.2.1 Mise en culture des cellules

Les souches cellulaires sont conservées danszated’iquide dans un milieu de congélation.

A leur sortie de I'azote liquide, les cellules sxgtune minute a température ambiante avant
d’étre portées a 37 °C, une minute dans un baimem@ix ml de milieu de culture, complémenté en
SVF et antibiotiques (10 % de sérum de veau fd¥lde pénicilline/streptomycine), préalablement
chauffé a 37 °C, est placé dans une flasque den?5Le ml de milieu de congélation, contenant les
cellules, est ajouté dans la flasque. La flasquiplasée une nuit a 37°C pour que les cellulesradie
au support. Le lendemain, le milieu de culturealfidsque est remplacé afin d’éliminer les restes d
DMSO qui étaient présents dans le milieu de cotigélaes cellules. Au bout de trois jours, le milie
de culture est épuisé et les cellules sont a cendle. Il est nécessaire d'effectuer un passage, ou
repiquage des cellules, pour maintenir la viabitiggcelles-ci et I'état de la culture. Cette openat
permet I'amplification de la culture cellulaire.

1.1.2.2 Amplification de la culture cellulaire

Cette étape consiste a réduire le nombre de celedatenues dans les boites, afin de leur
permettre de poursuivre leur développement comemé Pour les cellules HK2, le repiquage est
effectué a 80% de confluence. Le milieu de culegstaspiré et la flasque est rincée a deux reprises
avec du PBS. Ceci a pour but d’éliminer les trateSVF, inhibiteur de la trypsine. Un ml de trygsin
a 1X pour les cellules HK-2 et a % X pour les deBuwI, préalablement chauffée a 37°C, est ajouté
dans chaque flasque afin de décoller le tapis laghu La flasque est placée a 37°C pour favoriser
I'activité enzymatique de la trypsine. Quand lasdigation du tapis cellulaire est visible a I'cail, tha
trypsination est stoppée par addition dans la flasde 5ml de milieu de culture complet. Le
surnageant, contenant les cellules, est récupécénttifugé 10 minutes, a 1400 rpm, a 4 °C. Les
cellules culottées sont remises en suspensionldangntité de milieu nécessaire a l'obtentionead'un
solution de 10 cellules/ml environ. La suspension cellulaire obte est répartie dans différents
flacons, a raison de 1ml par boite, auxquels sontés 10 millilitres de milieu de culture.
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Les cellules WI ont une croissance rapide, elled sgpiquées tous les trois jours. Les cellules
HK-2, de croissance plus lente, sont repiquéesl&sus jours.

1.1.2.3 Conservation des cellules

Les cellules a confluence d’'une flasque sont déeslbar trypsination (addition d’'un millilitre
de trypsine 1X pour les cellules HK-2 et de 1 mltggsine Y2 X pour les cellules WI); elles sont
culottées par centrifugation 11 minutes, a 4°C,02¢40n, puis le culot est remis en suspension dans 1
ml de milieu de congélation.

Le milieu de congélation est composé comme sUits’dgit de milieu de culture, sans
antibiotiques, complémenté avec 10% DMSO et 40% BMF les cellules HK-2 et WI 26.

Le ml de milieu de congélation, contenant les éedluest disposé dans des tubes cryogéniques
NALGENE, et est placé une nuit & —80°C dans untehu® cryocongélation puis est mis dans 'azote
liquide.

1.2 Etude de la cytotoxicité
1.2.1 Testau MTT

1.2.1.1 Produits et principe

Le test de prolifération est réalisé sur des plagqie 96 puits de chez Falcon, fournies par
Becton Dickinson (Le pont de Claix, France). Le ts prolifération cellulaire utilisé (" Promega's
Cell titer 96® non radioactive cell proliferationassay" distribué par Promega) est un test
colorimétrique fondé sur l'activité métabolique delules viables. Ce test utilise des sels de
Tetrazolium qui sont réduits métaboliguement parcielules en un produit coloré : le Formazan. Ce
composé absorbe a 570 nm. L'absorbance est dirxtgonoportionnelle au nombre de cellules
vivantes.

1.2.1.2 Réalisation du test

Le protocole du test de cytotoxicité appliqué edtiiccecommandé par Promega.

Le tapis de cellules a confluence est détaché fladque par trypsination (addition de un ml de
trypsine 1X, pendant 2 minutes a 37°C). La suspencéllulaire est centrifugée a 800g, pendant 10
minutes et 4°C. Le surnageant cellulaire est éémat le culot cellulaire est remis en suspensansd
1 ml de milieu. Les cellules sont dissociées graates aspirations et reflux du milieu de culture.
Quand la suspension est homogeéene, on ajoute 8 miliggl de culture. Les cellules, contenues dans
une goutte de cette solution homogéne, sont comigtérex cellule de Mallassez ». Le comptage de 10
cellules par grand carré équivaut a une conceoitratun million de cellules par ml. Chaque puitlae
plague de prolifération cellulaire est ensemengéspaA0 cellules contenues dans un volume de 90ul.
On réalise la dilution de la suspension de cellniésessaire pour avoir une concentration de 55555
cellules par ml de milieu de culture. On incubeplaque une nuit a 37°C pour que les cellules
adherent. Le lendemain, on effectue le traitemendwsur les cellules, en ajoutant dans chacun des
puits 10ul de la solution a tester. La concentragin solvant dans le puit ne doit pas excéder @6t |
conseillé de faire au moins trois points pour lenreé&raitement. On rajoute dans les puits témoins
(100% de cellules viables), cellules non exposé@s| de milieu de culture. Par ailleurs, on réaliee
blanc (DOgpianc ) contenant uniqguement 100ul de milieu de cultsads cellules. Le traitement dure 24
ou 48 heures. Au terme de la stimulation, on ajdates chacun des puits 15 pL de la solution Dye,
contenant les sels de Tétrazolium. On incube lqualale prolifération cellulaire 4 heures a 37°Gpui
on ajoute dans chacun des puits 100ul de la solgtimp qui va solubiliser le formazan. Les plaques
sont placées la nuit a 37°C et le résultat est liehdemain : I'absorbance de chacun des puita de |
plaque de prolifération cellulaire est déterminé&@nm grace a un lecteur de plagues 96 puits.

1.2.2 Test ala LDH

1.2.2.1 Produits et principe

La méthode de la lactate déshydrogénase (LDH) petiéealuer la mortalité cellulaire en se
basant sur la perméabilité membranaire des celkeXpesées a I'agent toxique. La LDH est une
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enzyme cytosolique stable qui est relarguée danglieu extracellulaire suite a une lyse cellulaire
Dans le test utilisé (CytoTox 96 ® Non-Radioacti@gtotoxicity Assay, Promega, France), la
quantification de la LDH extracellulaire s’effeetypar une méthode enzymatique basée sur la
transformation de sels de tétrazolium en formazan.

1.2.2.2 Réalisation du test

La premiére étape consiste a déterminer le hombreetlules a ajouter dans les puits ; il est
nécessaire d’'adapter le nombre de cellules dépadaes chacun des puits, en fonction du type
cellulaire utilisé, les cellules contenant des djtés variables de LDH. Pour cela, on réalise des
dilutions de la suspension de cellules, et on easem les puits avec 100ul de la suspension de
cellules contenant des quantités croissantes tldeselPour chaque ensemencement, on fait trois ou
quatre points. On ajoute 15ul de tampon de lyse déixs chacun des puits, on centrifuge a 250 g
pendant 4 minutes et on place 45 a 60 minutes @.37ihq pl du surnageant sont transférés dans une
nouvelle plaque 96 puits. On ajoute dans chacurpdis 50ul du mélange de substrat reconstitué,
puis on incube 30 minutes a température ambians etoir. Cinquante pl de la solution stop sont
ajoutés puis I'absorbance a 490 nm est lue. Larmétiation du nombre de cellules & ajouter dans
chacun des puits doit permettre d’avoir un bororatgnal/bruit de fond. Nous avons déterminé la
guantité de LDH relarguée par les cellules WI, gueelles-ci sont lysées, en fonction du nombre de
cellule présent dans le puits de culture. Les tésubbtenus sont présentés sur le graphe 3 apaess
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Graphe 3. : Evolution de I'absorbance suite a la lyse dedéalité des cellules WI ensemencées
sur la plaque de prolifération, en fonction du naebe cellules présentes.

Nous avons choisi pour nos expériences, d’enseménpéaque de prolifération cellulaire avec
5000 cellules par puits. Ceci nous permet de relsties la gamme de lecture du lecteur de plaques, et
nous permet d’avoir des conditions d’ensemencermemiparables a celles utilisées avec le test de
cytotoxicité au MTT.

Les puits de la plaque de prolifération cellulaomt ensemencés avec 5000 cellules, contenues
dans un volume de 90pl.

On réalise les témoins suivants :

DO netie 100% yse témoin 100% de lyse dans lequel la totalité deltules seront lysées par
addition d’une solution de lyse

DO (elargage spontané de LoH t€MOIN relargage spontané de LDH par les celldans le milieu
extracellulaire : ces puits, ensemencés avec leem@mbre de cellules, ne sont pas exposés a une
substance ; le volume est complété jusqu’'a 100gd a@v milieu de culture.

DO sowtion a tester t€mMoin d’absorbance de la solution testée : denpuit ne contenant pas de
cellules et 90ul de milieu de culture, on placeld®ila solution a tester.

La plague est placée une nuit a I'étuve afin geec@dlules adhérent au support. On ajoute 10ul
de la solution a tester et placer & incuber a 33%,CQ le temps voulu. 45 minutes avant la fin du
traitement, ajouter 10ul de solution de lyse 10% (@v Triton® X-100 dans de I'eau) dans les puits
qui permettront de déterminer la quantité de LDHrgriée pour 100% de mort cellulaire. On corrige
le volume dans chacun les puits témoins par additeo10pl de milieu de culture.
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Au terme du traitement, cing pl de surnageant poélevés et transférés dans une nouvelle
plague 96 puits. On ajoute 50ul de substrat etdation enzymatique se déroule pendant 30 minutes a
température ambiante, a I'abri de la lumiere. Lactién est stoppée par addition de 50ul de solution
stop (acide acétique 1M) et I'absorbance peutlé&@ 490 nm sur un lecteur de plaques ELISA.

2. Etude in vivo

2.1 Contamination artificielle en OTA du blé et tratement
Oxygreen®

La contamination artificielle en OTA du blé, airggile le traitement du blé par le procédé
Oxygreen®, ont été réalisés par I'équipe du latoine Goémar (Saint Malo, France).

Le blé utilisé pour la préparation des rations afiaires destinées aux rats provenait d’un lot
de blé meunier nettoyé ; celui-ci est soit noncgamtaminé en OTA (lots témoins, traités ou nonl@ar
procédé Oxygreen®) soit sur-contaminé aux taux macg® de 2,5 , 7, 40 et 100ug d’'OTA/kg de blé.
Pour obtenir une contamination homogene, 'OTA (fice: par Acros Organics, France) en suspension
dans de I'éthanol, est injectée par une seringue pression dans un réacteur mélangeur contenant 9,
750 kg de blé. Pour tous les essais le volumetinjeorrespond a 1% de la masse de blé. Les lots
traités par le procédé Oxygréeen vue de leur décontamination ont été prépanés léa laboratoires
de Goémar (Saint Malo, France) sur une installdflapgreen® Pilote. Les parameétres de I'ozonation
du blé sont décrits dans le chapitre 1 des résultats lots ont été ensachés sous vide par unités d
150 g et conservés a — 20°C. L'évolution du tauxcdetamination en OTA du blé tout au long de
I'expérience a été controlée.

2.2 Modele animal et étude des parametres physiologes et
biochimiques

2.2.1 Modele animal et traitement des animaux

L’étude in vivo a été réalisée avec des rats males et femellés rdee Dark Agouty, et a été
mise en place par le CIT (« Safety and Health Latooy », Evreux, France)

Les rats entrant dans notre étude étaient agésedmaines. Cependant, leur poids était compris
entre 99 et 163 grammes en ce qui concerne lesées et entre 95 et 118g en ce qui concerne les
rats femelles. Cette hétérogénéité concernantitis ges animaux laisse supposer une hétérogénéité
équivalente concernant leur age. Aprés que ceaiecit subi un examen clinique attestant leur bon
état de santé, ils ont été placés dans des cagieglirelles de dimensions 43cm x 21,5cm x 20cm
pendant une période de 20 jours d’acclimatatio?2eC, avec des cycles jour/nuit de 12h/12 heures.
Les cages des animaux des groupes témoins soghéhs de celles des rats recevant un aliment
contaminé en OTA.

Pendant les 28 jours d’expérimentation, 150 g decbhtaminé ou non en OTA, ont été mis a
libre disposition des rats. La part d’aliment nogérée a été pesée. L'eau de boisson a été fitnée
filtre 0,22um et soumise a des analyses bactéitpleg. Les rats ont été privés de nourriture 12
heures avant le prélevement des échantillons dg sapendant la récolte des urines.

Chaque groupe de traitement est constitué de Smalss et de 5 rats femelles. Les différents
groupes recoivent les lots de blé décrits ci-dessou

- groupe 1, ou groupe contrble : groupe de rats w@len, recevant du blé non

artificiellement contaminé en OTA

- groupe 2 : groupe de rats « contrble Oxygreen®cevant le blé non artificiellement

contaminé en OTA et traité par le procédé Oxygreen®

- groupe 3 : groupe recevant le blé artificiellemsoritaminé par 2,5ug d’'OTA/kg de blé

- groupe 4 : groupe de rats recevant le blé artifesigent contaminé a 7 ug d’OTA/kg

- groupe 5 : groupe de rats recevant le blé artifesigent contaminé a 40 ug d’'OTA/kg

- groupe 6 : groupe de rats recevant le blé artifesigent contaminé & 100 pg d'OTA/kg

- groupe 50x® : groupe de rats recevant le blé Ieitient artificiellement contaminé a

40 ug d’'OTA/kg et traité par le procédé Oxygreen®
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- groupe 60x® : groupe de rats recevant le blé Ieiti@nt artificiellement contaminé a
100 pg d’OTA/Kg ettraité par le procédé Oxygreen®

Il est & noter que deux rats femelles du groupee@vant le blé de référence traité par le
procédé Oxygreen®, et qu'une femelle du groupe&vant un lot de blé contaminé a 40ug/kg, sont
morts au jour 26, aprés anesthésie. Aucun sign&ck précurseur n'a été observé, avant la mort. Un
rat femelle, du groupe 60x®, recevant un blé ilgtizent contaminé a 100ug/kg et traité par le
procédé Oxygreen®, est mort au jour 3 de I'expémiaigon, sans que I'on ne décéle de troubles
physiologiques particuliers.

2.2.2 Obtention du matériel biologique

Au cours de I'étude, le blé non consommé, par datsxmales et deux rats femelles de chacun
des groupes, est récolté a partir de la mangeaseasimaux. Ce blé a été placé dans des sacs
individuels identifiés. La contamination en OTA atjaet aprés traitement par Oxygreen®, a été
déterminée sur ces lots.

Les échantillons de sang ont été récupérés a parsinus orbital des rats sous anesthésie, a la
fin de la période de traitement. Avant récolte dags le rats ont été privés de nourriture pendant a
minimum 14 heures. Le sang a été centrifugé etfa glasmatique a été conservée et congelée a -
20°C. Les urines de 24 heures ont été collectéesfais par semaine au cours de la période de
traitement. Les urines ont été congelées a -20pG tiatente des analyses.

A la fin de la période de traitement, et au miniminheures aprés la derniere prise d’'aliment,
les rats ont été sacrifiés par asphyxie au dioxdel€arbone. Les organes ont été prélevés, pesés et
congelés a-80°C.

2.2.3 Etude des parametres biochimiques et physigigues

Les parametres physiologiques et biochimiques titdéterminés par le CIT (« Safety and
Health Laboratory », Evreux, France).

La concentration en érythrocytes, en hémoglobine, ptaquettes, en leucocytes, en
lymphocytes, en monocytes, en neutrophiles, etilembgene, a été déterminée avec un analyseur
hématologique Bayer Diagnostic H1 par le CIT.

Les parametres biochimiques du sang, concentraiorsodium, en chlore, en calcium, en
phosphore inorganique, en glucose, en urée enirgrigt en cholestérol, en triglycérides, en
phosphatase alcaline, en aspartate amino transféasen alanine amino transférase, ont été
déterminés sur un appareil Hitachi 717, par le CIT.

Les paramétres urinaires, présence de glucose, rdgines, de nitrites, de sang et
d’urobiligénes, ont été déterminés de facon serantjtative sur un appareil Clinitek 500, par le CIT

3. Etude de la génotoxicité

3.1 Produits

3.1.1 Les produits chimiques.

Les produits chimiques utilisés sont dits de gédlfour analyse". Le phosphate de sodium
dihydraté (NakHPQ,, 2H,0), I'Urée, I'hydroxyde de lithium (LiOH), la soudé&acide chlorhydrique
(HCI), l'acide formique, l'acétate de potassium,38S (sodium dodécyl sulfate), l'isopropanol et
I'éthanol sont commandés chez VWR Internationahi&may sous bois, France). La bicine, le chlorure
de magnésium (Mgg@), le DTT, la spermidine, le chlorure de sodium @Q§al'EDTA, le Tris, le
Trizma base, la desferoxamine, le triton X-10@dlire de sodium (Nal) et le sucrose proviennent de
Sigma (St Quentin Fallavier, France).

Le y32P-ATP (6000 Ci/mmole, 10 pCi/ul) provient d’Amemsh&iosciences (Orsay, France).
Le Roti-phénol (saturé en Tris-HCI) provient de R8bchiel (Lauterbourg, France). La poudre de
cellulose MN 301 vient de chez Macherey Nagel (Diifdlemagne). La polyéthyléne-imine (HCI a
5%) Corcat PEI P 600xE est fournie par CORCAT (Mii@ Chemicals, Portsmouth, VA, USA).
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3.1.2 Les enzymes

La phosphodiestérase bovine de rate (SPD) (P 90 hucléase de staphylocoque (MN) (N
3755), la protéinase K (P 6556), la ribonucléase (RNAse T1) dAspergillus (R 1003) et la
ribonucléase pancréatique de boeuf (RNAse A ) (BBY8@nt fournies par Sigma chimie (St Quentin
Fallavier, France). La nucléase P1 (236 2Pgnfcillium citrinunm et la T4 polynucléotide kinase
(R838 292) proviennent de Roche Diagnostic (Meykance).

3.1.3 Matériels de chromatographie

Les plaques de polyéthyléne-imine-cellulose (PBNt préparées au laboratoire. Les supports
en plastique 130crm 20cm proviennent de chez France Plastics (Fraheegellulose de type MN
301 provient de chez Macherey Nagel (Allemagne).

Quatre-vingt grammes de cellulose sont mélangés8 al5d’une solution de polyéthyléne-
imine-HCIl a 5 % et 600 ml d’eau distillée. Le mé@anapres homogénéisation et dégazage sous vide,
est coulé grace a un étaleur (Desaga Heidelbelgmabne) sur les supports plastiques. Les plagues
séchent & température ambiante pendant envirored&@$ Elles sont ensuite découpées au format
18cm x 26¢cm, sont lavées au méthanol (1 minute) et rsxains deux bains d'eau distillée puis
séchées a température ambiante. Les plagues somipees aux dimensions 18eml3cm et sont
stockées a -20 °C jusqu’a leur utilisation.

Le papier Whatman@i Chr provient de Whatman international Ltd (Magoh&t, England). Pour
les autoradiographies, on utilise des films deagdiphie Kodak de 20cm 40 cm et de 30cnx
40cm, le révélateur Kodak LX24 et le fixateur Kodsk4 a 20 % (Coradio, France). Les microtubes
(1,5 et 2 ml) provenant d'Eppendorf (Hamburg, Abgme), sont lavés au méthanol puis rincés deux
fois & l'eau distillée avant utilisation.

3.1.4 Les adduits standard.

L'adduit B[a]P provient de ['étude interlaboratoifénterlaboratory standardization and
validation of DNA adducts post-labeling methods fomman studies” n° 5vV0448 (Phillips &
Castegnaro, 1999). Il est utilisé comme standaml @ contrdler le bon déroulement du post-
marquage. Nous disposons d'une solution d'ADN a&édidnt la concentration est de 110 adduits par
10° nucléotides normaux. Nous utilisons a chaque naayg2uL de cette solution soit 4ug d'ADN.

Un contrdle négatif est réalisé lors de chaque-pastjuage, il consiste a analyser un ADN
dépourvu d'adduits. Nous utilisons pour cela utetism d'ADN de sperme de saumon préalablement
purifié. 2uL de cette solution, correspondant & @A@PN, sont marqués lors de chaque analyse.

Les adduits standard d'OTA&-C8 OTA-3'dGMP etO-C8 OTA-3'dGMP ont été synthétisés
par I'équipe de R. Manderville. Les standatd€8 OTA etO-C8 OTA sont marqués radioactivement
et sont mis & migrer selon les conditions expértalea utilisées pour les autres échantillons. La
comparaison des coordonnées de migration de cestisidthndard avec celles des adduits détectés sur
les plaques de chromatographie, doit permettreedtitier la présence éventuelle de ces standards
dans les échantillons d’ADN de rats marqueés.

Le profil chromatographique de migration de cesutddstandards est présenté ci-dessous.

4« O-C8

¥ v

C-C8

Autoradiogramme #A : migration des adduits OTA dtad C-C8 OTA et O-C8 OTA.
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3.2 Principe

La détection directe des adduits a 'ADN par lahmée du post-marquage au phosphore 32 est
une méthode fine et extrémement sensible, qui gadtmenettre en évidence le caractére génotoxique
d’une substance.

Au laboratoire, nous utilisons une version modiftie la méthode initiale (Randeragh al,
1981) qui permet d'atteindre une sensibilité deddué par 1&° nucléotides (Reddy & Randerath
1986). Le principe de cette méthode est présenti@ $igure 8 ci-contre.

Le marquage des adduits a I'ADN se décompose etdges suivantes :

- Aprés extraction et purification de 'ADN, celai-est hydrolysé en désoxyribonucléosides 3' -
monophosphate par deux enzymes, une endonucléadégse de Staphylocoque) et une exonucléase
(Phosphodiestérase de rate). A cette étape leunidiactionnel contient un mélange de nucléotides
normaux et modifiés (les adduits).

- On procede alors a une étape d’enrichissemeatl@uits qui consiste a déphosphoryler en 3’
les nucléotides normaux uniquement, par I'actiotadeucléase P1, (Reddy & Randerhat, 1986). La
configuration structurale de l'adduit protege laidon du phosphate en 3'et celui-ci sera donc
conserve sur les nucléotides adduités apres dafie.€

- On réalise alors un marquage enzymatique spaeifaps adduits. Seuls les 3'P-nucléotides
sont substrats de la polynucléotide kinase T4, ayyour propriété de transférer un phosphate
radioactif en positiory de I'ATP sur la position 5’ du nucléotide. Ainsieuls les adduits, ayant
conservé leur 3’ phosphate, sont marqués.

- Les nucléosides normaux et I'excés de phosphateganique sont séparés du, ou des,
différents adduits par migration sur plague de beumince de polyéthyléne-imine cellulose dans des
solvants aqueux salins. Ceux-ci permettent la rigrades substances hydrophiles, alors que les
adduits qui sont hydrophobes restent au point gilee, ou migrent Iégerement en fonction de leur
degré d’hydrophobicité.

- Les adduits sont alors séparés par chromatogrdgpiimensionnelle échangeuse d’anions, sur
plague de couche mince de polyéthylene-imine cedtul

- Les adduits et leur emplacement sont visualiss#s gqutoradiographie des plaques. Les
autoradiogrammes obtenus deviennent le supporrtagaik de I'analyse qualitative et quantitative. La
radioactivité retenue sur les plaques est quaetifér un appareillage spécial (Bioimager). Les
données sont analysées par le logidimbis(CSP incorporation, Billerica, USA).

3.3 Obtention de 'ADN et marquage des adduits

3.3.1 Extraction et purification de I'ADN

3.3.1.1 Extraction de 'ADN

Le travail est réalisé dans la glace. La premitapeédiffere légerement en fonction de si I'on
part d’une culture cellulaire ou d’organes.

3.3.1.1.1 Premiére étape de I'extraction a partir és cellules

Afin d’obtenir suffisamment d’ADN, il est nécessaile travailler au départ avec trois flasques
de cellules a confluence. Le milieu de culture ahiles est enlevé et le tapis cellulaire esté&iagec
du PBS. On ajoute 4ml de SET glacé par flasqueetleles et on gratte a l'aide d'un rateau les
cellules présentes sur le fond de la flasque. kpension cellulaire est prélevée dans un tube oh. 15
On renouvelle le grattage avec 4ml de SET, puiggoapere la suspension qui est ajoutée dans le tube
de 15ml. On centrifuge pendant 12 minutes, a 2400g4°C. Le surnageant est éliminé et le culot
cellulaire est repris dans 700ul de SET. Cette ensipn de cellules est transférée dans un tube
eppendorf de 2ml. On ajoute 100ul de SDS a 20%nailace les cellules 10 minutes a 65°C, puis
trente minutes dans la glace.

3.3.1.1.2 Premiere étape de I'extraction a partir €s organes
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Environ un demi gramme d’organe est écrasé dangl4® SET avec le potter. Le potter est
rincé avec du SET. On ajoute 200uL de SDS a 10%nélange est incubé dix minutes a 65°C puis
placé dans la glace pendant trente minutes.

Apres le passage dans la glace, la suspensiorildiegeou le broyat d’organe sont centrifugés
25 minutes a 13 000rpm a 15°C. On récupere le gaam (ADN et ARN) dans tube de 15 ml. On
ajoute 2 volumes d'éthanct @ ml) pur, froid (-20°C) et on secoue vivements pelotes d'ADN
apparaissent.es tubes sont placés une nuit au -20°C. Les éldsnd'’ADN sont récupérés a la pipette
ou la totalité du tube de 15ml est centrifugée ¢erhil en 1,5 ml dans un tube eppend@h
centrifuge les pelotes 25 minutes, a 13 000rpn?G (Qouis on jette le surnageant délicatement pour
ne pas perdre le culot d’ADN. Le tube est séché@patant sur un papier. On lave 'ADN avec 1 ml
d'éthanol & 90 %, froid et on centrifuge 15 minu&e$3000rpm, & 0°C. Le surnagent est éliminé et |
culot est dissous (incuber a 37°C pendant 15 nshak@ns 500ul de SET

3.3.1.2 Purification et dosage de '’'ADN

3.3.1.2.1 Purification de I'ADN

On prépare le mélange de RNase A a 20mg/ml, etNfesB T1 & 10000 Ul/ml dans de I'eau
ultrapure. Le mélange est mis a bouillir a 100°@daat 15 minutes et 10ul de ce mélange sont
ajoutés a I'échantillon d’ADN a purifier. Au boutushe heure d’incubation a 37°C, on ajoute a
nouveau 10ul du mélange de RNases. On incube wme kepplémentaire a 37°C. On ajoute 25 pl de
Protéinase K & 20 mg/ml dans du SET et on incukehenre & 37°C.

On ajoute 500ul (1 Volume) de Rotiphénol (phénduiga en tris pH 8) et on place sur
I'agitateur 20 min. On centrifuge a 13000rpm pend&nmin a 15°C. Le surnageant est récupéré dans
une série des eppendorfs. On renouvelle I'extraatiomme précédemment, uniquement lors d’une
extraction de '’ADN a partir des organes, et orupéee le surnageant. Cing cent pl de SEVAG (24
Chloroforme / 1 Alcool isoamylique) sont ajoutésn @ortexe 20 Secondes puis on centrifuge 5
minutes a 15000rpm. Le surnageant, qui doit &mpitie, est récupére.

Deux volumes d’éthanol froid pur (-20°C) et 50pacttate de sodium 3M sont ajoutés. Les
pelotes apparaissent immeédiatement. Laisser lanui20°C. Les pelotes sont récupérées a la pipette,
ou la suspension est centrifugée a 13000rpm, a@@@jant 30 minutes. Quatre lavages successifs a
I'éthanol & 90% sont réalisés, en centrifugeant3@0Qrpm a 0°C pendant 30 minutes. L'’ADN,
théoriquement pur, est dissout dans 400ul d’eaapute. On laisse a température ambiante toute la
nuit, pour qu'il y ait dissolution compléte de I'AD

3.3.1.2.2 Dosage de I'ADN et contrble du degré dengté

Les solutions d’ADN sont mises 15 minutes au baamien37°C avant lecture de I'absorbance
au spectrophotométre (Secomam, Anthelie advancel'iBjégralité de I'échantillon est transférée
dans des cuves en quartz de 1 ml de contenancpurete et la quantité d’ADN en solution sont
déterminées en faisant un spectre d’absorbance 28 et 320nm. Le maximum d’absorption de la
molécule d’ADN se situe entre 258 et 260nm. Au dkdecet intervalle, un déplacement du maxima
d’absorption vers 250nm ou 280nm indique une comamon de 'ADN par de 'ARN (et /ou des
traces de phénol), ou par des protéines respeaiversi le degré de pureté de 'ADN n’est pas
satisfaisant, la purification doit étre répétée.

On calcule la concentration en ADN de I'échantillem considérant que 1 unité d’absorbance
équivaut a 50ug/ml. Le volume correspondant & 7ADN est prélevé dans la solution mére d’ADN
et est séché a l'aide d'une centrifugeuse a éviporaous vide (« Speedvac concentrator » de
Savant). A partir de cette étape, l'aliquote d’ABSt prét a étre marqué.

3.3.2 Marquage des adduits

3.3.2.1 Hydrolyse de 'ADN
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Sept ug d’ADN sont séchés puis hydrolysés en naitdés-3'-monophosphates par les actions
combinées de la phosphodiestérase de rate, &, rdeléase de staphylocoque pendant 4 heures a 37
°C dans 10ul du mélange réactionnel suivant :

0,47ul de phosphodiestérase de rate (2mg/ml)

1ul de nucléase de Staphylocoque (3,2mU/ug d’ADN)

2ul de tampon succinate (200 mM)/Callo0OmM), pH 6 (avec HCI pur)

6,53ul d’eau ultra pure

3.3.2.2 Enrichissement & la nucléase P1

L’ADN hydrolysé est incubé 45 min a 37 °C apres iavmjouté 5ul du milieu
réactionnel suivant :

1,5ul de nucléase P1 (4mg/ml)

1,6pl de ZnGl (1mM)

1,6pl Acétate de Na (0,5M, pH 5)

0,3ul d’eau ultra pure

La réaction est stoppée par I'ajout de 3ul de Base a 500mM.

3.3.2.3 Marquage des adduits ¥& en position 5’

Aprés enrichissement a la nucléase P1, les édbastisont incubés 45 minutes en salle de
manipulation de la radioactivité, a 37 °C, en pnésede 5ul de mélange réactionnel suivant :

2ul de tampon bicine *

0,32ul de polynucléotides kinase T4 (10Ul/ul)

100uCi d’*?P-ATP préalablement séché

2,68yl d’eauultra pure

* le tampon bicine est constitué de la fagcon suiwarbOOul de bicine a 800uM, 500ul de
dithiothréitol (DTT) a 400mM, 500ul de Mg£Ch 400mM, 55ul de spermidine a 400mM, 445ul d’eau
distillée. Le pH est ajusté a 9,8 avec de la soude.

3.3.2.4 Etapes de contrble

3.3.2.4.1 Test d'efficacité de I'hydrolyse : marquge des nucléotides normaux

2ul de la solution d’ADN hydrolysée sont prélevésliriés (x 1200) dans de l'eau ultra-pure.
Un volume de 5l de cette solution est prélev@aaihié en salle chaude 1h & 37°C en présence de 8yl
d'eau ultra pure et de 5ul du mélange réactionriehst :

2ul de tampon bicine *

0,32ul de polynucléotides kinase T4 (10UI/ul)

100uCi de”? P-ATP préalablement séché

2,68l d’eau ultra pure

Aprés une heure d'incubation, le volume réactiomsticomplété jusqu'a 300ul par de l'eau
ultra pure soit 282ul, puis 3ul sont prélevés gtodés sur une plague de PEIl-cellulose de 18cm de
long. Celle-ci est placée dans du tampon de manati250 mM de (NEJ,SO, et 40 mM de NakPO,,
pendant 1h30. La plaque est ensuite séchée, exp3éenin a température ambiante puis
autoradiographiée. Les nucléotides normaux somtréggomme présenté ci-dessous.

Cette étape de contrble permet de vérifier I'abselARN et de protéines, mais aussi de
guantifier les nucléotides normaux et de contrédficacité de I'hydrolyse. Un smeer au niveau de
l'origine du dépbt est le signe d'une contaminatiomprotéines. Un dédoublement des quatre spots de
nucléotides indique la présence d'ARN. L'intensitiéis prononcée, des taches correspondant aux
nucléotides A et C que celle des taches correspbnaax nucléotides T et G témoigne d'une
hydrolyse incomplete, d'un faible marquage ou diéficit d'ATP. Il est indispensable qu'il y ait un
exces d’ATP.

3.3.2.4.2 Test d'efficacité de I'enrichissement pda nucléase P1

66



Matériel et Méthode
3. Etude de la génotoxicité

Un volume de 50ul d'eau ultra-pure est ajouté dkangbe vide, ayant contenu au préalable le
mélange d'adduits & I'ADN marqués’a®. On réalise ainsi une dilution du mélange d'addyii est
resté présent sur les parois du tube.

Un volume de 5pl est alors prélevé et déposé saiplague de PEI-cellulose de 18cm de long.
Celle-ci est placée 1h30 dans du tampon de migratid50mM de (N,.SO, et 40mM de NakPQ,.

La plaque est ensuite séchée, exposée 40 min &tatuge ambiante puis autoradiographiée.

Ce test permet de savoir si I'hydrolysat d'’ADN enbété enrichi en adduits par le traitement
avec la nucléase P1 qui catalyse la déphosphamylati 3' des nucléotides normaux. Ceux-ci ne sont
plus des substrats de la polynucléotide kinaseeataivent donc pas étre marqués*#&upendant le
marquage des adduits a I'ADN. Sur le film d'autm@cphie, les bases de 'ADN ne doivent étre que
d'une tres faible intensité.

3.3.2.4.3 Efficacité du marquage des adduits par [&4 polynucléotide kinase.

L'efficacité de la T4 polynucléotide kinase esttcdliée par le marquage d'une solution standard
d'adduits de B[a]P, de concentration connue, prawvedu projet européen EU5V0448 organisé par le
Dr Castegnaro et ayant eu pour but de standaridisgsrotocoles de détection des adduits a I’ADN
(Phillips & Castegnaro, 1999).

Le marquage d'un ADN de sperme de saumon pur eudép d'adduits est un contrdle négatif
qui permet de vérifier I'absence de contaminams t&lot d'ATP.

3.3.3 Séparation et identification des adduits

3.3.3.1 Séparation par chromatographie multidimenselle sans « contact-transfert »

Pour la séparation par chromatographie multidinemslle sans « contact-transfert », une
plague de chromatographie unique pour chaque éitbargst utilisée pour la séparation des adduits.
La plaque de cellulose utilisée mesure 18cm pamlies échantillons sont déposés dans le coin
supérieur gauche de la plague de cellulose. Urepdphatman de 20cm est agrafé en haut de plaque.
Les plagues sont placées dans le solvant de nugrBl composé de phosphate monosodique, a une
molarité inférieure a celle utilisée lors de laa&pion par chromatographie multidimensionnellecave
« contact-transfert ». (2,3M ; pH 5,7). La migratigure 16 heures. Au terme de la migration, legrapi
Whatman, ainsi que les deux centimetres supérigarta plaque de cellulose sont découpés. La
migration D2 est réalisée perdendiculairementraitgation D1, apres rotation de la plaque d’'un guar
de tour vers la gauche. Les migrations D3 et D4 sgalisées perpendiculairement a la migration D2,
apres rotation de la plaque d’'un quart de tour egauche comme présenté sur la figure 7 ci-dessou

Sens de la migration

en D2
18cm .
e > Partie de la plaque
$2cm . . .
. A découpée aprés la D1
- ¢1]5 om Point de dépét p=
S de | Sens des
15cm ens de la migrations en
11,5cm migration D3 et D4
en D1
v
>
15cm
Figure 7. : disposition des points de dépdét des échantilliA®N contenant les adduits

marqués radioactivement et représentation du semsidration des adduits en D2, D3 etD4.

Les solvants de migration utilisés pour les migrai D2, D3, et D4 sont identiques a ceux
décrits pour la séparation multidimensionnelle awemontact-transfert ». De méme, la taille des
plagues, du papier Whatman, ainsi que la duréeigeation sont identiques a celles décrites ci-aprées

3.3.3.2 Séparation par chromatographie multidimenskelle avec « contact-transfert »

3.3.3.2.1 Dépdt des échantillons et purification deadduits (D1)
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A l'extrémité de chacune des plaques de cellulasd&mx 13cm, est accroché un papier
Whatman de 20cm de long, comme présenté sur leefigtdessous.

Papier Whatman de 20cm

18cm
41_'5’ em 2cm
ST STTRTTaTTaT] o ce aepo
13cm
Figure 8. : disposition des points de dépbt des échantillBA®N contenant les adduits

marqués radioactivement.

Chaque plague est prévue pour recevoir six dépéthantillons. Les dépdts sont espacés de
2cm. La migration dure 16 heures dans le tampomideation composé de phosphate monosodique
(3M ; pH 5,7). Ce solvant permet de ne pas entrd@seadduits hydrophobes qui restent au point de
dépébt, alors que les impuretés et 'ATP en excés sotrainés par le solvant. Une fois la migration
terminée, la bande de papier est jetée et la plasiulaveée deux fois 5 min dans de I'eau distitiéas
agitation.

Une autoradiographie des plaques permet de véldiguureté de I'échantillon, ainsi que de
s’assurer que les adduits sont restés au nivegwidt de dépét. Le film photo est mis en contact 20
minutes avec les plaques en salle obscure. Leagessuccessifs dans le révélateur, le fixatesi ain
gue dans 3 bains de ringages, permettent I'obtediés films autoradiographiques.

3.3.3.2.2 Transfert des adduits par contact et migtion D2

Les points de dépbt sont découpés sur la plaquiELds sont transférés sur une seconde plaque
de cellulose. Le carré de cellulose correspondamgont de dépét de la plaque de D1, est maintenu
par des aimants sur la nouvelle plague de cellulas@oint de dépbt est orienté de facon a ce egie |
deux faces de celluloses soient en contact.

Le contact transfert et le sens de migration ers®@® schématisés ci-apres.

2cm
<>

Sens de la
migration en

D2
/L ¢ 1,5cm

Transfert sur une
nouvelle plague de
cellulose

Point de dépobt découpéE

Figure 9. : représentation du transfert des adduits présentde point de dép6t découpé sur
une nouvelle plaque de chromatographie pour la s des adduits au cours de la migration D2.
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La migration est amorcée dans de l'eau distillé&egtplaques sont ensuite placées dans des
cuves contenant 70ml de solvant de migration DZ€¢WB,5M, formate de Li 5,3M, pH = 3,5). La
migration dure environ 4 heures a 25 °C. Les plagent ensuite lavées deux fois a I'eau distillée
pendant 5 minutes puis séchées. Les plaques sooipiEes a la dimension £6L3cm.

3.3.3.2.3 Migration D3
La migration D3 est réalisée perpendiculairemelat énigration D2 (1/4 de tour & gauche) et
permet de faire migrer les adduits dans une secdinaension. Une bande de papier Whatman (16cm

x 2,5cm) est agrafée en haut de la plaque. La @mtparde la plaque pour la D2, ainsi que le sens de
migration des adduits sont schématisés ci-dessous.

4 _Papier Whatman_
Rotation de
Sens de la la plaque Sens de la
migration migration
en D2 e e - = o en D3
(S S
o
Adduits séparés au
cours de la migration
D2
Figure 10. : Rotation de la plaque de chromatographie aprésdparation des adduits en D2 et

séparation des adduits selon la seconde dimensidd3e

La migration est amorcée dans un solvant D3' (N&#R28,7M). Les plagues sont placées dans
des cuves contenant 70 ml de solvant de migratiaH2PO4 0,6M, Urée 7M, pH 6,4), a 25°C. La
migration dure 3 h. Apres avoir éliminé le papiehaman, les plaques sont lavées deux fois a I'eau
distillée pendant 5 minutes puis séchées.

3.3.3.2.4 Migration D4

La migration D4 est réalisée dans le méme sendagoegration précédente, comme présenté
sur la figure 11 ci-dessous.

_Papier Whatman _
L J
- Sens de la
- migration
° - en D4
44 4

Adduits séparés au
cours des migrations
D2 et D3

Figure 11. : Séparation des adduits aprés les migrations DR&tet sens de migration en D4
des adduits.

Il s’agit essentiellement d'un lavage permettardlidiiner la radioactivité non spécifique et
donc de réduire le bruit de fond. Une bande degpapthatman (16crw 4cm) est agrafée en haut de
la plague. La migration dure une nuit dans 70 mpldesphate monosodique (N&D, 1,7M, pH= 6)

a 25°C. Apres avoir enlevé le papier Whatman, lagyes sont lavées deux fois 5 minutes a I'eau
distillée puis séchées et découpées au format %8bfybcm a partir de I'origine du dép6t.
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3.3.4 Autoradiographie et quantification des addslit

Les plaques sont mises a autoradiographier avedildes ultrasensibles (20cm/40cm) sur
lesquels on place un écran amplificateur. L’'enserdik plaques, films et amplificateurs est mis&2h
-80°C. Les films sont ensuite placés dans un baimégélateur (20 %) jusqu’a apparition des spots
d’adduits (1 minute environ), puis rincés a l'eastitlee et fixés pendant 1 minute dans un bain de
fixateur (20 %). Les films sont finalement rincéand trois bains successifs d’eau distillée. Apres
séchage, les films sont ensuite scannés sur |'atetin.

Pour la quantification des adduits, les plaquesalieilose sont scannées par un bio-imager et
les scans sont traités par le logiciel « Ambis es kaleurs obtenues par quantification au bioimager
sont exprimées en coups par minute (CPM). Le t&poddits est exprimé en adduits? blicléotides
en tenant compte de la quantité d’ADN, de l'acéviipécifique de 'ATP, ainsi que du facteur de
décroissance de I'ATP.

4. Techniques analytiques

4.1 Produits et matériel

4.1.1 Réactifs et petit équipement

Le chlorure de potassium (KCI), le chlorure de némimnm (MgC})), l'acétate de sodium
trinydraté (GHsNaG;,, 3H,0), I'hydroxyde de sodium (NaOH) et I'acide sulfure a 95% (L50,) de
qualité « pour analyse » sont fournis par VWR imiional, France. Le formate d'ammonium
(CHsNO,) provient de chez Acros Organics (Belgique). ldacformique (CHO,) est de qualité
ultrapure compatible avec la spectrométrie de magpeovient de VWR (France).

L’acétonitrile (GH3N), le chloroforme (CHG), l'acide chlorhydriqgue (HCIl) a 37%, le
méthanol (CHO), le propanol-2 (¢H,;0H), I'acide orthophosphorique a 85% ;RD,) et I'acide
acétigue glacial (CKCOOH) sont des solvants de qualité ultrapure, ctilvipa avec une analyse
HPLC : ils sont fournis par ICS (France) sous lagqua Scharlau Chemie S.A. (Barcelone, Espagne).
L’ensemble des solutions est préparé avec de Ukeapurifiée et déminéralisée.

Les membranes en nylon de 0,45um utilisées podédazage des phases mobiles, les flacons
en verre d’'une contenance de 1,5 ml, les flaconplastique de 250uL ainsi que I'ensemble des
consommables HPLC (joints, capuchons, raccorgeni)fournis par ICS, France.

Les filtres 0,2um SPARTAN RC 13mm utilisés pourfilaation des échantillons avant leur
passage en HPLC, sont fournis par Schleicher & &tHtrance.

La verrerie de laboratoire (erlenmeyer, éprouvetiemduées, fioles jaugées, pipettes), est
distribuée par VWR international.

L'ochratoxine A et lI'ochratoxine B sont fournieg [@gma-Aldrich, France. L'OTHQ et I'OTQ-
GSH sont fournies par le Pr. Manderville, les fosrhgdroxylées 10-OHOA, 4R- et 4S-OHOA ont été
fournies par le Dr Stgrmer.

La carboxypeptidase A, d’origine pancréatiqgue be\an1000 unités/ml, et le trizma base sont
fournis par Sigma-Aldrich, France .

Les tubes en polypropylene de capacité 15 et 25omi fabriqués par Falcon et distribués par
Becton-Dickinson, France.

L'ensemble du matériel de laboratoire est décomtangar une solution d’hypochlorite de
sodium (NaOCl) a 4%.

4.1.2 Appareillage

L’eau milliQ ultrapure est obtenue aprés passagawdistillée sur une cartouche de charbon
actif, deux colonnes échangeuses d’ions et une imadBarnstead fournies par Fisher Bioblock,
France.

Un spectrophotométre UV (Anthelie 5 advanced) dadaque SECOMAM sert a quantifier les
solutions standard de mycotoxines.

L'agitateur orbital Heidolph unimax 2010 est foupar VWR international, France. Le bain a
ultra-sons est de la marque NEY. L'évaporateurtifotavec un bain thermostaté est de la marque
Buchi.
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La centrifugeuse a évaporation sous vide "Speedwacentrator”, adaptée pour la réception
des tubes eppendorf, provient de chez Savant.

La centrifugeuse réfrigérée Sigma 4 K 15 et adaptée la réception de tubes de type Falcon
de capacité 50 et 15 mL provient de chez FisheblBak Scientific, France.

Les pompes alimentant le systéme en phase moitedstribués par ICS, France.

Les phases stationnaires utilisées sont des caarimematographiques Prontosil (25*0,40 cm)
120-3-Gg. En amont de la colonne chromatographique eséelane précolonne (ULTRASEP) de
silice portant des greffagesigcde longueur 1 cm et de granulométrie 10um. Larow et la pré-
colonne sont fabriquées par Bischoff, et fourniasI@S, France.

La détection est assurée par un fluorimétre Hitaehdetector L-7485 Lachrom distribuée par
Merck. La chaine possede un injecteur manuel delgue ICS.

Le systéme d'acquisition des données est le Idgi@RMASOFT commercialisé par ICS,
France.

4.2 Extraction des mycotoxines

4.2.1 Principe général

Les mycotoxines sont extraites en conditions acdgartir d'un échantillon de blé ou d’'organe
broyé, ou a partir du sérum et des urines. L'aicigifon et la force ionique de la solution d’extrag,
permettent de rompre en partie les liaisons déadexaux constituants de la matrice et favorisirsi a
leur extraction. La purification de I'extrait estalisée par partage de phase : en fonction destatr
d’ionisation, les mycotoxines seront solubles, Garttans la phase aqueuse, tantdét dans la phase
organique.

4.2.2 Extraction a partir du blé

Cinquante grammes de blé finement broyés sontiesxtmaec 400 ml de solvant d’extraction
acétonitrile/eau (9 :1), I'eau contenant 4% de mhi® de potassium et 0,8 ml d’acide sulfurique
concentré.

Le solvant d’extraction et le blé, disposés dansnenmeyer de 500 ml, sont placés a agiter sur
un agitateur rotatif pendant 20 minutes. L'extest filtré sous vide sur papier filtre Wattman n°4.
Apreés filtration, un aliquot de 200 ml de ce fittesst dégraissé a deux reprises, par addition @erl0
de n-hexane. Aprés agitation une minute, le fildégraissé est placé dans une ampoule a décanter.
Aprés une minute de décantation, la phase infé@iest récupérée dans un erlenmeyer de 250 ml.
Aprés addition de 50 ml d’eau ultrapure, la phagérieure acétonitrile/eau est extraite par 10@enl
chloroforme. Le mélange acétonitrile/eau et chlomoie est placé 10 minutes sur I'agitateur rotatif ;
aprées une décantation de 10 minutes, la phaseobtlotrique inférieure est récupérée dans un
erlenmeyer propre. La phase acétonitrile/eau sepériest a nouveau extraite a deux reprises par
addition de 20 ml de chloroforme. Aprés agitatlkdh minutes et décantation 10 minutes, la phase
chloroformique est récupérée.

Au terme de ces trois extractions, les extraitsrctfibrmiques réunis dans un méme erlenmeyer,
sont extraits a trois reprises par 50 ml d’une tsmhude bicarbonate de sodium a 5%. Aprés agitation
(10 minutes) et décantation (10 minutes), la phageérieurebicarbonate est placée dans un
erlenmeyer propre et la phase chloroformique iatég est conservée pour la réalisation des deux
derniéres extractions par le bicarbonate (réaliagées les mémes volumes de bicarbonate).

Au terme des trois extractions au bicarbonatesBemble des extraits bicarbonates, réunis dans
un méme erlenmeyer, sont acidifiés jusqu’a pH af5ajout d’acide chlorhydrique concentré.

Cet extrait bicarbonate acidifié est extrait agmaiprise par du chloroforme (volumes de 100, 50
et 50 ml ); apres agitation ( 10, 5 et 5 minutest )décantation ( 10 minutes a chaque étape
d’extraction ), I'extrait chloroformique inférie@st récupéré dans un erlenmeyer propre et sec.

L'ensemble des extraits chloroformiques réunis geaporés (sous vide d’air) dans des ballons
a fond conique de 50 ml baignant dans un bain n@adb °C . Quand le volume de chloroforme est
réduit a environ 5 ml, le chloroforme est transféaés un tube a hémolyse pour étre évaporé sous flu
d’azote millilitre par millilitre. Le ballon est mcé au chloroforme ; le chloroforme de rincage est
également séché sous azote avec le reste du drlorf L’extrait sec est remis en suspension dans 1
ml de méthanol et placé dans un bain a ultrasendgnt une minute. Quand la remise en suspension
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est totale, ce ml de méthanol est filtré sur utrefide 0,2um préalablement conditionné avec du
méthanol. Le filtre est rincé avec 500ul de méthabhe méthanol filtré est placé dans un tube a
hémolyse et le filtrat est séché au bain maries dtux d'azote. Une fois sec, I'extrait remis en
suspension dans 500ul de méthanol est placé dafiacon en verre parafiimé, conservé a-20°C en
attendant d’'étre analysé par HPLC .

4.2.3 Extraction & partir du sang, sérum et urines

L'urine, et le sérum conservés a —20° sont dédéagmriis homogéngéisés.

Pour réaliser I'extraction sur 2ml de fluide, oowe 4ml de MgGla 0.2M et 4ml d'HCI a
0.1M. Si besoin est, on ramene le pH a 2,5 partiaddde quelques gouttes d’HCI concentré. On
ajoute 8ml de chloroforme, puis on agite pendanhirfutes avant de centrifuger 10 minutes, a 4°C, a
2000g. La phase chloroformique inférieure est réoég et on renouvelle une extraction du surnageant
par 8ml de CHGI Les deux phases chloroformiques sont réuniesé@lise une extraction par 16 ml

NaHCG; a 0,1M. On agite au vortex pendant 1 minute puoisentrifuge 5 minutes a 4°C, a 2000 g.
On récupere la phase supérieure de bicarbonategnetenouvelle I'extraction de la phase
chloroformique inférieure par 16ml de bicarbonates phases bicarbonates réunies sont acidifiées a

pH 2,5 avec de I'HCI pur. On réalise une extractian 16 ml de CHG| on agite 10 minutes puis on
centrifuge 10 minutes a 2500g, a 4°C. On récupephblse chloroformique et on répete I'extraction
de la phase bicarbonate acidifiée par le chloroforApres agitation et centrifugation, les phases
chloroformiques sont récupérées et évaporées aeaballon a I'évaporateur rotatif petit a petit. @Qda

le volume de chloroforme est réduit a environ 5 lalchloroforme est transféré dans un tube a
hémolyse pour étre évaporé sous flux d’azote imdil par millilitre. Le ballon est rincé au
chloroforme ; le chloroforme de rincage est égatenséché sous azote avec le reste du chloroforme.
L'extrait sec est remis en suspension dans 1 mhétbanol et placé dans un bain a ultrasons pendant
une minute. Quand la remise en suspension esetatalml de méthanol est filtré sur un filtre de
0,2um préalablement conditionné avec du méthareffilire est rincé avec 500ul de méthanol. Le
méthanol filtré est placé dans un tube a hémolykefdtrat est séché au bain marie, sous fluxdta.

Une fois sec, I'extrait remis en suspension darBuile méthanol est placé dans un flacon en verre
parafilmé, conservé a-20°C en attendant d’étreyadglar HPLC.

4.2.4 Extraction a partir des organes

L’organe est broyé en présence du solvant d’extra@n conditions acides, puis la toxine est
purifiée par partage en phase liquide.

Un demi gramme d’organe est broyé au potter damé @e solvant d’extraction Mgg0.1M
/HCI 0.05M (v/v). Le potter est rincé avec 4 mlaemélange MgGIHCI & deux reprises. On ajoute
enfin 10 ml de MgGl0.2M /HCI 0.1M (v/v) et on ramene le pH a 2,5 pddition de quelques gouttes
d’'HCI concentré. On ajoute 20ml de chloroforme stroet a agiter pendant 10 min. Aprés une
centrifugation 10 minutes, a 4°C, a 5000 rpm, lagehchloroformique inférieure est récupérée dans
un tube 50 ml. On refait une extraction du surnageaec 20ml de CHgI Aprés agitation et
centrifugation, les phases chloroformiques sonupérées et rassemblées. On ajoute 40 ml de
bicarbonate a 0,1M, on agite au vortex une minuts pn centrifuge 5 minutes a 4°C a 5000 rpm. On
récupére la phase bicarbonate supérieure et omvel® I'extraction au bicarbonate par addition de
40 ml. Les phases bicarbonates sont réunies poisaswifiées jusqu'a pH 2 avec de I'HCI concentré.
On ajoute 80 ml de chloroforme et on place a adl@rminutes. La phase chloroformique est
récupérée apres centrifugation 10 minutes, a 4000 5pm. On refait une extraction de la phase
bicarbonate par 80ml de chloroforme. Apres agitatd centrifugation, les phases chloroformiques
sont récupérées et évaporées dans un ballon pdeataur rotatif petit a petit. Quand le volume de
chloroforme est réduit a environ 5 ml, le chloroferest transféré dans un tube a hémolyse pour étre
évaporé sous flux d’azote millilitre par millilitré.e ballon est rincé au chloroforme ; le chlorofier
de rincage est également séché sous azote avestéedu chloroforme. L'extrait sec est remis en
suspension dans 1 ml de méthanol et placé damsiana ultrasons pendant une minute. Quand la
remise en suspension est totale, ce ml de méttemtdiltré sur un filtre de 0,2um préalablement
conditionné avec du méthanol. Le filtre est rineé@500ul de méthanol. Le méthanol filtré est placé
dans un tube a hémolyse et le filtrat est séchigaimumarie, sous flux d’azote. Une fois sec, I'aittr
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remis en suspension dans 500ulde méthanol est gdaceun flacon en verre parafilmé, conservé a-
20°C en attendant d’étre analysé par HPLC.

4.3 Préparation de solutions standard de toxines

4.3.1 OTA, OTB, OTHQ

Les mycotoxines recues en poudre (OTA, OTB, OTH@) snises en suspension dans du
méthanol ultra pur. Un milligramme de toxine esté@esur la balance de précision et remis en
suspension dans un millilitre de solvant.

Pour I'OTA et 'OTB, cette solution mére est dilwéat fois et la concentration de la solution
diluée est déterminée avec précision par dosagBadsorbance au spectrophotométre selon les
parameétres suivants :

Pour I'OTA (PM = 403.8 g/mole)

Absorbance : 330 nm. A cette longueur d'onde, ¢efficient d’absorption molaire de
I'ochratoxine A dans le méthanol est de 5500 haoh*.

Pour I'OTB (PM = 250.3 g/mole)

Absorbance : 321 nm. A cette longueur d’'onde, defficient d’absorption molaire dans le
méthanol est de 5490 riotni™.

Pour TOTHQ (PM= 385 g/mole)

82n distingue 'OTHQ sous deux formes: sa forme OTH) sa forme dianionique OTHQ2
(OTHQ).

Absorbance OTHQ1: 350 nm. A cette longueur d’'ohelepefficient d’absorption molaire dans
le méthanol est de 5952 rifatni™.

Absorbance OTHQ2: 396 nm. A cette longueur d'otelepefficient d'absorption molaire dans
le méthanol est de 11 808 mam™.

La loi de Beer-Lambert permet de déterminer la eatration en toxine de la solution aprés
lecture de I'absorbance selon la formule :

DO=¢lC

ou | est la largeur de la cuve en cm

C la concentration en toxine en mole/L

¢ le coefficient d’absorption molaire de la toxineraol* cni*

4.3.2 Préparation de dérivés standard de 'OTA

4.3.2.1 Préparation de I'OP-OA , forme ouverte 48TA

La forme ouverte de I'ochratoxine A, I'OP-OA, a @é&paréen vitro au laboratoire d'apres le
protocole de Xia@t al (1996). La procédure est basée sur le fait qugdke lactone est hydrolysé en
présence d'une base forte.

Un milligramme d'OTA est pesé sur la balance deigigh et remis en suspension dans 300ul
de DMSO auxquels sont ajoutés 300ul de NaOH (1MN).nhélange réactionnel est incubé a
température ambiante durant 24h, puis il est coas&rd°C. Les solutions de standard seront diluées
au moment de leur analyse en HPLC.

4.3.2.2 Préparation des formes @t OT3

L'OTA et I'OTB sont hydrolysées respectivement efaOet OTB sous l'action de la
carboxypeptidase A. Un milligramme de chaque oohiaé est pesé sur la balance de précision et
remis en suspension dans 975ul de tampon (TrisHG ™M - NaCl 1 M, pH 6,4). 25ul de
carboxypeptidase A sont ajoutés aux solutions xiadcet incubés 24 heures a température ambiante.

Afin d'extraire les formes Q¥ et OTB, le mélange réactionnel est acidifié a pH 2,5guftition
d'environ 20ul d'HCI & 1M; 1ml de chloroforme gstude. Le mélange est agité pendant trois minutes
puis centrifugé 20 min a 1500g a 15°C. La phaserofdrmique inférieure est prélevée puis séchée
par évaporation sous vide. L'extrait sec est disdans 5004l de méthanol et les solutions d@T
d'OTp sont conservées a -20°C.
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4.3.3.3 Préparation de la forme méthylée de 'OTA

Les formes méthylées et hydroxylées de I'OTA, aétpEéparées en présence de méthanol et
d'un acide fort (HCI).

Un milligramme d'OTA est pesé sur la balance deigigh et remis en suspension dans 900ul
de méthanol auxquels sont ajoutés 100ul d'HCI (8Nur les standards déja en solution dans du
méthanol, il suffit d'ajouter un volume d’'HCI (6Njour 9 volumes de méthanol. Le mélange
réactionnel est incubé a température ambiante tardm puis il est conservé a 4°C. Les solutions de
standard seront diluées au moment de leur anatys#eC.

4.4 Analyse par HPLC

4.4.1 Principe

La Chromatographie en Phase Liquide Haute Perfawenasu HPLC est une technique
analytique qui permet la séparation d’'un ou deiplus composés, contenus dans un mélange, en vue
de leur caractérisation et de leur quantificatitan systeme permettant d’effectuer cette séparatbn
appelé systéme de phases et est composé de laspditasenaire et de la phase mobile. La méthode de
chromatographie HPLC utilisée pour la séparationlaetaractérisation des mycotoxines est la
chromatographie d’adsorption en phase inverse. hase stationnaire utilisée est constituée de
groupements £ greffés sur un support de silice.

4.4.2 Description du systeme
La chaine HPLC est constituée de divers élémehtnsatisés ci-apres.

Injecteur

Spectrophotométre
Signal )
Ordinateur
Pré colonne R +| "
? ? > Colonne
A Pompe
i Poubelle
Phase(s) mobile(s)
Figure 12. : représentation des différents éléments compdaasitaine HPLC.

La phase mobile alimente le chromatographe en pent : elle est délivrée dans le systéme
par une pompe dont le débit est modulable. Les oségpa séparer, en suspension dans un solvant,
sont prélevés grace a une seringue puis chargédelahromatographe par I'injecteur au niveau de la
boucle d'injection. Les molécules sont entrainéesr pa phase mobile vers la colonne
chromatographique contenant la phase stationridafinité des composés pour la phase stationnaire
déterminera leur rétention. Un détecteur fluorimeét suit en permanence I'élution du composé et le
signal obtenu est enregistré au niveau de l'ordimatUne bonne séparation des composés d’intérét,
grace a l'utilisation de phases mobiles et statineis adaptées a ceux-ci, permettra d’observer au
niveau de l'intégrateur un pic isolé, fin et syrgiie dont la surface est fonction de la concemtmati
de la solution analysée en ce composé .

L'enregistrement et I'analyse des chromatogramnumd effectués par un logiciel adapté
(Normasoft). La concentration en mycotoxines ektutée a I'aide d’une courbe étalon préalablement
établie avec des solutions de mycotoxines de coratgms connues.
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4.4.3 Parametres d'analyse

La phase mobile est délivrée par la pompe a urt défini en fonction de la phase utilisée, afin
d’obtenir une pression, variable lors de l'utiisatde la chaine HPLC en mode gradient, de 20mPa a
maximum 30mPa dans la colonne chromatographiquevoleme d’échantillon prélevé et injecté
manuellement (vanne d'injection rhéodyne de ch&) ains le systéme est de 20ul. L'analyse peut
étre réalisée en conditions isocratiques, ou edition de gradient de phase.

4.4.3.1 Analyses HPLC réalisées en conditions isticues

La composition de la phase mobile reste identiqueaaute la durée de I'analyse. Nous avons
utilisé la phase suivante, appelée phase « Molinié

600 mL acide Ortho-phosphorique;@;) a 0,33M,

400 mL Acétonitrile,

50 mL Propanol-2

Cette phase permet la séparation et la quantiicate I'OTA, de ses métabolites ainsi que de la
CIT.

Sur cette phase, I'analyse dure 35 minutes. L'ORA@3t éluée aprés 8 minutes, la CIT apres10
minutes, 'OTB apres 12,5 minutes, et 'OTA apréaainutes.

Pour 'OTA et ses dérivés, la détection au spelctooinetre est réalisée avec une longueur
d’onde d’excitation de 330nm, et une longueur dd&mission de 465nm.

Pour la détection de la CIT, les longueurs d'ondksxcitation et d'émission sont
respectivement 331nm et 500nm.

4.4.3.2 Analyses HPLC réalisées en conditions dadignts

La composition de la phase mobile varie, au coersahalyse, d'un solvant A & un solvant B
dans des proportions déterminées au préalable.

Le gradient « Faucet » a été utilisé pour 'analysd’'OTA et de ses métabolites. Les phases A
et B sont composées comme décrit ci-dessous.

Solvant A: 200 mL Méthanol, 200 mL Acétonitrile, &L eau, formate d'ammonium 0,349
(6,5mM), acide formique jusqu'a pH 3,5

Solvant B: 350 mL Méthanol, 350 mL Acétonitrile, 6L eau, formate d'ammonium 0,34g
(6,5mM), acide formique jusqu'a pH 3,5

Le gradient est le suivant : & 0 minute 100% AQ@ibutes 100% A, a 25 minutes 30% A, a 45
minutes 0% A, a 55 minutes 0% A, et a 58 minut&¥d. @ .

L’évolution de la concentration de ce gradient,chacune de ces deux phases, au cours de
I'analyse est présentée ci-apres.

Proportion relative en

chacune des deux
phases

100% B4

20% A ; 80% B
40% A ; 60% B

60% A ; 40% B

80% A ; 20% B ; ; ;
100% A L 1 1 i 1 ! ! i ! i
05 10 15 20 25 30 35 40 8B 55 60 65
Temps en minutes

Figure 13. : composition du gradient en chacune des deux phast B au cours du temps de
'analyse HPLC.

L'analyse HPLC avec ce gradient dure 65 minutes. teenps de rétention de I'OTA et de ses
métabolites sont décrits dans le tableau 8 ci-dssso
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Métabolite Temps de rétention en minutes

oTB 8,5

Ota. 18,5

Dérivé décarboxylé de 'OTHQ 23,6

OP-OA 28

10 R OH-OTA 30

4-S-OH-OTA 30,2

4 R-OH OTA 32,5

OTHQ (forme quinone de 'OTA) 34
OoTB 34
OTA 42
Méthyl OTA 53

tableau 8. : Temps de rétention en minutes de 'OTA et derg#abolites sur le gradient « Faucet ».

4.4.4 Protocole pour I'analyse d'échantillons par RLC

Lors de la premiere utilisation, la colonne chramgagphique est conditionnée toute une nuit
par le passage d’'un mélange d’acétonitrile/eaul@5//v) a un débit de 0,24 ml par minute. Elle est
ensuite conditionnée pendant 30 minutes par paskadge phase mobile utilisée pour I'analyse a un
débit de 0,8 ml par minute lors de l'utilisationrande isocratique. En mode gradient, la colonne est
conditionnée pendant 30 minutes par passage dekepA a un débit de 0,5 ml/min puis un premier
cycle est réalisé. Aprés ces étapes de prépardéola colonne chromatographique, I'analyse des
échantillons peut débuter. Des standards extecwsespondant a des solutions de mycotoxines
pures, sont injectés intercalés dans la série di#dlons.

4.5 Analyse en spectrométrie de masse

4.5.1 Principe

La contribution de la spectrométrie de masse awnagsances actuelles en biologie reste
encore relativement modeste. Cependant, la speétriende masse en mode électrospray (ESI pour
Electro Spray lonizatignest maintenant considérée comme essentielle @ademaine. Bien que le
mécanisme de I'électrospray ne soit pas encoredhieidé, le processus peut étre simplement décrit.
Une solution d'échantillon est introduite dans apiltaire qui est porté a un haut potentiel élecie.

Le champ électrique intense appliqué a la sortieahillaire provoque la formation d'un nuage de
gouttelettes chargées qui traversent simultanémemgiradient de champ électrique et un gradient de
pression dans la direction de I'analyseur du spegtire de masse.

Pendant ce transport, la taille des gouttelettesndie par évaporation du solvant par explosions
"coulombiennes" successives (divisions spontanéesadgouttelette chargée en gouttelettes plus
petites, provoquées par une charge surfaciquettedge). L'application d'une pression a l'entrée du
capillaire peut faciliter la nébulisation, suivdatdébit utilisé et la composition du solvant. Desp un
flux de gaz (de I'azote en général) peut étre qpéla l'interface pour aider a I'évaporation duesdi
Certaines interfaces sont aussi chauffées. Les fimmsés sous pression atmosphérique sont alors
canalisés par un ensemble d’échantillonneurs,-&-este un ensemble d’orifices sous pompage, vers
I'analyseur ou regne un vide poussé.

L'analyseur permet de filtrer les ions en fonctide leur rapport m/z. Différents types
d'analyseurs existent, comme les analyseurs quéairg ou en temps de vol. Nous avons utilisé un
analyseur a piege a ions.

4.5.2 Description du systeme.

Les analyses par spectrométrie de masse (MS) éntélisées sur un spectrometre de masse
LCQ a piege a ions (en Trap» IT) (Finnigan MAT, San Jose, USA) doté d'un égst d'ionisation
par nano-électronébulisation Eectrospray ionisation £SI). Les analyses par nano-ESI-IT-MS sont
réalisées avec une source de nano-ESI commerdibke Rrotein Analysis Co., Odense, Denmark)
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utilisant des capillaires en verre (The Protein Ijsia Co.). Ces capillaires sont positionnés, gi@ce
un stéréomicroscope, a une distance d'environ 1mitrod d'entrée du capillaire de transfert chauffeé.
Les capillaires sont recouverts de palladium et pibwr le contact électrique. Les capillaires deeve
sont remplis avec 5uL de la solution & analysemmiBde nano-ESI, aucun gaz nébuliseur n'est requis.
Pour l'analyse, le voltage de l'aiguille de nand-ES fixé & 700V et le capillaire de transfert est
chauffé & 150°C. Toutes les expériences ont élés@éa en utilisant la fonctiorPAutomatic Gain
Control' (AGC) grace a laquelle le temps d'accumulatiot aestomatiquement ajusté par
I'enregistrement de l'abondance en ion (maximunmB)O0Le logiciel d'acquisition des données utilisé
est Xcalibur 1.2 de ThermoQuest (San Jose, USA).

4.5.3 Préparation des échantillons pour l'analysenenano-ESI-IT-MS

La préparation de I'échantillon espriori simple: le composé a analyser doit étre dissautea
concentration de 0,01 a 10 pmol/pl dans un soldantype méthanol. Il est possible pour améliorer
I'ionisation et donc le niveau de détection d'@old a 5% (v/v) d'acide acétique (ou 1% d’'acide
formique) pour le mode positif ou 5 a 50 mM d'at&tiammonium (ou en présence de;,8H), pour
le mode négatif. De nombreux solvants organiqued sompatibles avec I'ESI. Cependant les
tensioactifs, les substances non volatiles, etskds sont trés mal tolérés. Les sels perturbent le
processus d'électrospray et forment une série witsdde type MNa', M'K*, M*H*Na&*, etc., ce qui
complique le spectre et diminue la sensibilité. débits dans le capillaire d'injection sont dedfer
du nl/min pour le nano-ESI. Il est donc importaetdisposer d'échantillons dépourvus de sels et de
débris qui pourront rapidement boucher le capélair

4.5.4 Conditions d'analyse de 'OTA et de ses métalites

L’OTA a été analysée en mode négatif, le spectrepbet est réalisé sur l'intervalle m/z [100-
500], en MS sur m/z [120-500], et en MSur m/z [100-400]. L'isolement de l'ion de 'OT#asdard
se fait & l'intérieur de 1 m/z, I'énergie de cilisest de 30% en Mt de 35% en MSI'activation
Qz de 0,25ms et le temps d'activation de 30ms.

La fragmentation des dérivés de 'OTA a été étugige Faucet-Marquis (2005). Nous avons
recherché dans les solutions ozonées la présenaegalifférents dérivés par comparaison des
fragments.

L'OP-OA a été analysée en mode ion négatif, letspele masse complet est réalisé sur la
fenétre m/z[100-800], en MSsur m/z[115-300] et en MSsur m/z[90-350]. L'isolement de l'ion de
I'OP-OA standard se fait & l'intérieur de 1 ménérgie de collision est de 55% en % de 60% en
MS3, I'activation Qz de 0,25ms et le temps d'activate 30ms.

L'OTB a été analysée en mode ion négatif, le spetdrmasse complet est réalisé sur la fenétre
m/z[100-700], en MSsur m/z[100-400] et en MSsur m/z[85-330]. L'isolement de l'ion de I'OTB
standard se fait & l'intérieur de 1 m/z, I'énedgecollision est de 60% en K18t de 60% en MS
l'activation Qz de 0,25ms et le temps d'activatierBOms.

4.6 Traitement des données par le logiciel de statiques

Les données obtenues concernant le gain de poxisatie le poids relatif des organes, la
concentration sérique en OTA, la concentrationaignen OTA et la quantité d’adduits & I’ADN rénal
et hépatique, ont été analysées avec le logici8ESE3.0.

Les résultats sont présentés sous forme de diagraemmboite a moustache. Les boites a
moustache affichent la valeur médiane du groupentervalles interquartiles, les quartiles supgse
et inférieurs ainsi que les valeurs extrémes. Urlew est considérée comme extréme par le logiciel
statistique, et non représentative du groupe, qeafid-ci est éloignée des autres valeurs de pus d
deux fois I'intervalle interquartile. Un exemple Hoite est présenté ci-dessous.
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144,00

142,00

ﬁ T ) » Intervalle interquartile

£ 140,00

Valeur C J » Valeur médiane
|

extréme J_

136,00

T T T T T
1,0000 3,0000 4,0000 5,0000 £,0000
groupe

Graphe 4. : exemple de diagramme en boite a moustache, ggraérée logiciel SPSS faisant
apparaitre la valeur médiane, l'intervalle interqtite ainsi que les valeurs extrémes des résultats
obtenus pour chacun des différents groupes.
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Chapitre 1: le procéde Oxygreen® pour I'élimination des
mycotoxines présentes sur une matrice simple ou cpiexe

Le blé est & la base de I'alimentation humainenghale, que celui-ci soit consommé sous
forme brute ou transformée (pain, péates, biscuit®s nutritionnistes attirent I'attention des
consommateurs sur I'intérét nutritionnel que préséam consommation des couches périphériques du
grain. Cependant, c'est également en périphériegrin que sont concentrés divers polluants
chimiques (pesticides, insecticides) ou biologiqgo@®me des bactéries, certaines moisissures et des
mycotoxines. La présence de ces mycotoxines dangidarées alimentaires constitue un risque
sanitaire non négligeable, et, est responsabledespéconomiques importantes. Leur présence reste
difficilement contrélable malgré les efforts réébs pour limiter les contaminations (cf revue
bibliographique). Les traitements chimiques ou dyss utilisables a I'heure actuelle ont une
efficacité limitée ou leur utilisation s’avére inggible pour le traitement de I'alimentation humadhe
animale.

L’'un des objectifs du procédé Oxygreen® est I'obtend’une farine complete, riche en parties
périphériques du grain, et dans laquelle la préseiecpolluants est fortement diminuée. Nous nous
sommes intéressé a la destruction de deux myca®xigui sont fréquemment retrouvées
conjointement dans le blé ou les céréales: 'OTAaeCIT (Abramsoret al, 1999 ; Molinié, 2004 ;
Molinié et al 2005). Ces deux mycotoxines ont isolément urt éffeque non négligeable. De plus,
des études montrent qu’elles ont un effet syneggigwitro, d’'un point de vue potentiel cytotoxique
(Molinié, 2004, pour un article général voir Spesj& Speijers, 2004 ; Heussner al, 2006), mais
égalementin vivo, sur l'incidence des carcinomes rénaux chez laisd®ansinget al, 1976 ;
Kanisawa, 1984b). Ces deux toxines ont été impé#gudans la survenue de la néphropathie
endémique des Balkans, et leur présence a étéifi@entdans des régions ou survient cette
néphropathie (Petkova-Bocharostaal, 1988 ; Vrabchevat al 2000).

Ces deux mycotoxines sont trés stables et aucuwégéoefficace n'est développé pour leur
décontamination. L'ozone a déja démontré un patknlé destruction d’autres mycotoxines. C’est
pourguoi nous avons testé le procédé Oxygreen® [Eumination de ces deux toxines. Par ailleurs,
l'ozone est déja utilisé dans le domaine agro-altaiee entre autres, pour ses propriétés
désinfectantes ou pour ses effets sur la maturates aliments (cf chapitre 4.1.3.2 de la revue
bibliographique).

Les résultats obtenus concernant la dégradatiocedemycotoxines, par I'ozone en solution
agueuse, ou, associées a une matrice complexe ctamnhe, dans le cadre du procédé Oxygreen®,
sont présentés ci-apres dans le chapitre 1.

1.1. Description succincte des mycotoxines

1.1.1 L’Ochratoxine A
L'ochratoxine A (OTA) est décrite en détail au citi@p2 de la revue bibliographique.

1.1.2 La Citrinine

La citrinine (CIT) est un métabolite secondaire guété isolé pour la premiére fois a partir de
Penicillium citrinum (Hetherington & Raistrick, 1931). Elle a tout ldéxd été identifiee en temps
gu’antibiotique pour ses propriétés bactéricidesavivis des bactéries a Gram positif (Raistrick &
Smith, 1941 ; Timonin & Rouatt, 1944). Cependaatiaxicité a empéché son utilisation en médecine
humaine (Ambrose & De Eds, 1945, 1946).

La citrinine est un polykétide, composé d’'une ucd@marique. Elle est de couleur jaune et sa
formule chimique est l'acide 4,6-dihydro-8-hydro3y4,5-trimethyl-6-oxo-,(3Rtrans)-3H-2-Benzo-
pyran-7-carboxylique. Sa structure, rappelée ceégffigure 14) présente des similitudes avec ciele
'OTA.
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Figure 14. : structure chimique de la CIT

La citrinine est soluble dans les solvants orgagsqet polaires. Elle se dégrade en solution
aqueuse, elle est thermo-labile a des températsmpsgrieures a 80°C. Pour des températures
supérieures a 100°C, la citrinine;,Hcomposé cytotoxique, peut se former par liaisendeéux
molécules de citrinine (Trivedit al, 1993). La citrinine H2, peut également étre fagmpér ouverture
du cycle (Hiroteet al, 2002).

1.2 Décontamination d’'une solution aqueuse d’OTA@i de

CIT par l'ozone

L’efficacité de 'ozone, pour I'élimination des ngtoxines, a tout d’abord été évaluée sur des
solutions agueuses de mycotoxines pures. Danglte da cette étude, nous avons testé la capacité de
'ozone pour la destruction de I'OTA, ainsi que paelle de la CIT. Nous nous sommes également
intéressé aux éventuels dérivés formés aprés danrag ces solutions contaminées. La cinétique de
dégradation de ces mycotoxines, ainsi que la guétd’apparition d’éventuels produits néoformés
sont présentées ci-apres.

1.2.1 Montage, production de 'ozone et mode d’acih de
I'ozone

1.2.1.1. Description du montage

Le montage utilisé pour I'ozonation des solutionataminées en mycotoxines est présenté ci-
dessous sur la figure 15.

Figure 15. : montage utilisé pour le traitement des soluticoataminées en mycotoxines par
'ozone.
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La solution aqueuse, contaminée en mycotoxinesgdispbsée dans un barboteur de 2 litres
identifié sur la photographie par la lettre A. Loo®e, produit par I'ozoneur (élément F) a partir
d’oxygéne pur, est entrainé par le gaz vecteur ¢&g pur) dans la solution aqueuse. Le verre fritté
disposé en fond du barboteur engendre la formatefines bulles ascendantes qui permettent une
ozonation homogéne de cette solution aqueuse. h&zxcédentaire n'ayant pas réagi avec la
solution de mycotoxines est entrainé par le gazeuvecvers un second barboteur contenant une
solution d’iodure de potassium (élément B).

La quantité d’'ozone consommée au niveau du barbot#ienant les mycotoxines est suivie en
permanence grace a deux analyseurs BMT 963 (élérfxnet G2) donnant la concentration en ozone
dans le gaz vecteur a I'entrée et a la sortie dmjar barboteur.

Par la suite, le gaz est entrainé dans des barbotemtenant successivement une solution
d’'acide (élément C), une solution basique (élénBnet de l'alcool (élément E). Au terme de ces
barbotages, la totalité de I'ozone est détruite.afbeurs, seule une faible part de I'ozone, progar
'ozoneur, est acheminée vers le barboteur. L'ozome utilisé pour le barbotage est dirigé vers un
four a 350° afin d'y étre détruit. Au terme de chagxpérience, 'ensemble du matériel est placé dan
de I'eau de javel a 13% afin d’éliminer toute traésiduelle de mycotoxines.

Au cours de cette expérience, la solution aque@sengcotoxines est traversée par le gaz
vecteur a un débit de 0,2°#m. La concentration en ozone dans le gaz vectutee90g d'@m? d'0..
L'ozonation de ces solutions est réalisée jusga’g@wune quantité de 20g d’ozone ait été appliquée
par litre de solution aqueuse, soit pendant envrbeures.

1.2.1.2. Production de I'ozone par I'ozoneur

Dans le cadre du procédé Oxygreen®, I'ozone estlyiran situ dans un générateur de
configuration tubulaire, en faisant circuler dexiygene pur dans un gaz vecteur entre deux élestrode
soumises a une différence de potentiel. Par aiivaéectronique lors de son passage dans le champ
électrique, I'oxygene se dissocie partiellementssioume d’oxygéne radicalaire, lequel se recombine
avec une molécule d’oxygéne pour former I'ozone.cbpacité de production de I'ozone dépend du
voltage, de la fréquence du courant, des propriétéde I'épaisseur du matériel diélectrique, de
'espace de décharge et de la pression absoluenteédans I'espace de décharge. L'ozoneur utilisé
est un ozoneur de marque Ozonia.

1.2.1.3. Description des solutions aqueuses de migoanes et
échantillonnage

Les solutions pures, contaminées en mycotoxindseténobtenues aprés addition dans de I'eau
milliQ - eau déminéralisée ultra purifiée - d’unaaqgtité connue de mycotoxine dissoute dans de
I'éthanol absolu. La part d’éthanol dans la solutmueuse est de 0,1 pour mille. La décontamination
par I'ozone a été testée sur deux concentratiorshaoune des deux mycotoxines, ainsi que sur une
solution contenant un mélange de ces deux toximessconcentrations choisies sont 100ug et 25ug de
mycotoxines par litre de solution aqueuse. L’'ozimmaest réalisée sur deux litres de cette solution
des aliquots de 10 ml de solution ozonée sontyéla la pipette, aprés ouverture du barboteuesout
les cing minutes.

1.2.1.4 Mode d’action de l'ozone et consommation dkozone par les
solutions au cours du temps

L’action de I'ozone en phase liquide dépend de @macentration dans le gaz vecteur, de la
pression d'application de l'ozone, de la taille ¢ la vitesse ascensionnelle des bulles, de
I'hydrodynamique a linterface gaz-liquide, de Empérature et du pH du liquide. L’'ozonation en
solution est réalisée a température ambiante, danBeau milliQ et & pH légérement acide. La
consommation d’ozone par la solution aqueuse, ectifin de la durée du traitement et en fonction de
la concentration de la solution en 'une ou I'audess mycotoxines, est présentée sur le graphe 5.
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Graphe 5. : consommation d’ozone en g/secondes par lesisofutle mycotoxines au cours du
traitement.

La consommation d’'ozone au niveau du barboteulirestire au cours du temps. On constate
gu’une quantité d’ozone légerement supérieure @ssammée au cours du traitement des solutions
contenant 100ug de mycotoxines par rapport & o&he contenant que 25ug. On n'observe pas de
variation de la consommation d’ozone liée au typengcotoxine traitée.

Au cours du traitement de cette solution aqueuségzne, une acidification de la solution est
constatée sur les prélévements effectués commenpéésur le graphe 6 ci-apres.

7 -
6,5
5 l\u\.\.\ .
55 - —o— eau contaminée en OTA
g\ et/ou CIT
PH 5 L —s—eau
pure
4,5
4 R 5 5
351
3
0 5 10 15 20
durée de l'ozonation (min)

Graphe 6. : évolution du pH moyen des diverses solutions @eren fonction de la durée de
I'ozonation.

Aucune variation du pH n’est observée quand lat&silozonée est de I'eau pure. L'addition
des toxines dans I'eau conduit & une acidificatlercelle-ci par rapport & une eau non contaminée.
Cette baisse du pH s’amplifie au cours de lI'ozamaties solutions contaminées en mycotoxines,
OTA ou CIT, a 25 ou 100ug/l. La baisse du pH ausale I'ozonation est tres prononcée lors des 5
premiéres minutes du traitement a I'ozone ou l'onstate une diminution du pH comprise entre 0,5 et
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0,9 unités de pH. Par la suite, le pH de la salut@aonée se stabilise aux alentours de 4,1. Ceci
s'explique par la formation de diacide dont le tide 4.

1.2.2 Cinétigue de dégradation des mycotoxines eolgtion

1.2.2.1 Analyse par HPLC de la concentration résidcelle en mycotoxines

1.2.2.1.1 Principe de l'analyse par HPLC

La Chromatographie en Phase Liquide Haute Perfazenan HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) est une méthode d’analyse physiooigue qui permet la séparation d'un ou de
plusieurs composés, contenus dans un mélangenpainement au moyen d'une phase mobile le
long d’'une phase stationnaire. La méthode chromapbigue utilisée pour la séparation et la
caractérisation des mycotoxines est la chromatbgead’adsorption en phase inverse. La phase
stationnaire est constituée de silice greffée daiggments octadéciles apolaires. La phase motile es
par contre hydrophile et polaire. Les séparatiamm fondées sur les interactions hydrophobes entre
les composés a séparer et la phase stationnaiiresi, Alus un composé est apolaire et plus il sera
retenu sur la phase stationnaire. La phase motilsée est la phase « Molinié » décrite au
paragraphe Matériel et Méthode. Un détecteur spiaadrimétrique placé en sortie de colonne permet
de déceler le passage de chacune des substadeceuantifier.

1.2.2.1.2 Résultats de I'analyse par HPLC

La quantité de mycotoxines présente dans la solatiueuse traitée a 'ozone a été déterminée
sur les prélévements effectués toutes les 5 minutss solutions ont directement été analysées par
HPLC, sans étape d’extraction ou de concentratsnsalutions.

Concentration de la solution aqueuse en OTA etoQl&
Duree de CIT CIT OTA OTA
I'ozonation (min

(min) 25ug/l | 100ugh | 25pg/ 1004/ OTA 100ug/l + CIT 100pg/l
0 25,3 100 24,14 100 OTA:100; CIT : 100
5 <Ldd <Ldd 0,743 0,763 OTA: 2,874 ; CIT : <Ldd
10 <Ldd <Ldd 0,303 0,597 OTA: 1,350 ; CIT : <Ldd
15 <Ldd <Ldd 0,176 0,17 OTA: 0,699 ; CIT : <Ldd
20 <Ldd <Ldd <Ldd <Ldd <Ldd

tableau 9. : Concentration résiduelle en OTA et en CIT dassslelutions aqueuses traitées a I'ozone. <Ldd :

inférieur a la limite de détection

La totalité de la CIT est dégradée dés 5 minutasaitement & I'ozone, quel que soit le taux de
contamination testé. Au terme de ces 5 minutesaiterent, le taux cumulé d’ozone appliqué est de
0,4 g d’'Q/litre de solution. Pour 'OTA, apres 5 minutes tdaitement a I'ozone, on observe une
réduction de la contamination d'un taux supériel@08&. Aprés 20 minutes de traitement, ce qui
correspond a I'application de 1,69 d/fare de solution, la totalité de 'OTA est dégéed Les essais
menés sur les solutions co-contaminées en OTA eflénne révélent pas de modification de la
cinétigue de dégradation de la CIT. Par contrdfidacité de destruction de 'OTA est légerement
réduite. En effet, aprés 5 minutes de traitementjuantité d’OTA non détruite est d’environ 2,9ug/l
dans le cas de I'ozonation de la solution d’OTACET alors qu'il ne reste plus que 0,74ug/l dans le
cas de la solution d'OTA. L'analyse par HPLC de sekitions n'a pas permis de détecter de dérivés
de 'OTA ou de la CIT dans les solutions de mycotes ozonées.

Les solutions contaminées en OTA et en CIT onts&émises a I'application d'un flux
d’'oxygene dans les mémes conditions de débit gllescayant servi au traitement Oxygreen®de
celles ci I'ence que la disparition des mycotosiast bien due a I'a phase mobile. stationnairephas
mobile d. Quand le gaz appliqué est de I'oxygéne pti non de I'ozone, on constate que la
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concentration en OTA reste constante. Par consédaetisparition des mycotoxines est bien liée a
I'action de I'ozone sur la mycotoxine.

1.2.2.2 Analyse en spectrométrie de masse

1.2.2.2.1 Principe de la spectrométrie de masse
La technique est décrite en détail dans la partéehel et Méthode au paragraphe 4.5.

1.2.2.2.2 Résultats de I'analyse en spectrométaarthsse

Nous avons effectué I'analyse de la solution comémen OTA par spectrométrie de masse
afin de : (i) prouver par une seconde méthode tiyanda disparition de I'OTA (ii) tenter de metea
évidence l'apparition des produits de dégradatiprés le traitement a l'ozone. Les spectres de
fragmentation de 'OTA obtenus sont présentés @essous.
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L’'analyse en spectrométrie de masse de la solafjoieuse non ozonée et contaminée a 100ug
d'OTA/L, nous permet d'identifier la présence d’OTdans cette solution (spectre 1). Dans nos
conditions expérimentales, Iion [M-Hje masse 402 correspond a I'OTA. Cet ion est feagénen
MS? en un ion majoritaire de masse 358 (spectre 2néme fragmenté en MS:n ions dont un
majoritaire de masse 211 (spectre 3). Nous avosigite analysé cette méme solution traitée pendant
5 minutes a I'ozone. L’ion de masse 402 est regans la solution traitée 5 minutes a 'ozone mais e
guantité cent fois moindre par rapport a celle dét dans la solution d'OTA non traitée. Sa
fragmentation donne le méme spectre de fragmentagi celui obtenu pour I'OTA. Ainsi, nous
confirmons que la quantité d’'OTA est trées netteme&tuite dés 5 minutes d’ozonation. Aucun
fragment correspondant a un métabolite connu dEA'GDP-OA, OTB, OTQ) n'a été observe.

L'analyse en spectrométrie de masse nous permedrifemer la dégradation de I'OTA en un
produit non repérable par cette méthode d’analyse.
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1.2.3 Conclusion

L'application de I'ozone sur une solution aqueuge ndycotoxines permet une destruction
efficace de ces mycotoxines sans génération debpléés secondaires identifiables ni par HPLC ni
par spectrométrie de masse. Cette observatiomesimrd avec les études menées précédemment sur
la dégradation en solution de I'OTA et de la ClTadvKenzieet al (1997) n’ont identifié aucun
produit néoformé visible par détection UV ou flunétrique. L'OTA nécessite une quantité d'ozone
plus importante que la citrinine pour étre totalatrad&gradée.

Nous avons constaté que la dégradation des mynetxn solution aqueuse s’accompagne
d’'une acidification de la solution ce qui suggere wégradation compléte des mycotoxines sous
forme d’éléments simples tels que de I'acide chidrique (HCI), I'acide nitrique (HNg), de 'acide
carboxylique et/ou du dioxyde de carbone fL&n outre, cette acidification peut résulter de |
I'apparition de la forme di-acide de 'OTA. Cetterdiere hypothese est en cours de vérification.

L’efficacité de I'ozone pour I'élimination de I'OTArésente dans une solution aqueuse est
démontrée. La dégradation de la CIT en solutioreag@ est plus rapide que celle de 'OTA.

1.3 Décontamination de 'OTA présente sur une mati

complexe

Le but de ce travail est d’étudier la dégradatie@TA associée a une matrice complexe : le
blé. Au vu des résultats obtenus en solution agyées quantités d’ozone qui seront nécessairas a |
dégradation de I'OTA sur le blé, seront égalemaerifisantes pour I'élimination de la CIT,. Des
guantités supérieures d’ozones devront étre ag@igjpour décontaminer une matrice plus complexe,
I'ozone pouvant réagir avec beaucoup d’'autres éiésrie cette matrice.

1.3.1 Action de I'ozone sur le blé

L'action de l'ozone sur le blé se décrit comme ugaction de type gaz/solide. Celle-ci
dépendra de la structure du solide, de son rappoface-volume, de la structure physique de la
périphérie du solide accessible a l'ozone, de saposition chimique ainsi que de son taux
d’humidité. Le grain de blé a une structure oblangi est fendu en son milieu par un sillon
longitudinal. Pour I'obtention de résultats repratihles, les grains de blé cassés, et les petiagyde
taille inférieure & 5mm, sont éliminés par tamisdgyefonction du taux d’humidification et du laps d
temps entre I'hnumidification et I'application duaitement Oxygreen®, l'action de l'ozone sera
circonscrite aux parties périphériques du graimpénetrera de facon plus prononcée jusqu’a atteindre
la couche & aleurone, et voire I'albumen. La pétiém de I'ozone lors d’'une ozonation en conditions
dites « seches » et en conditions dites « humidesst-a-dire aprés humidification du grain epees
d'un certain délai entre le moment de I'humidifioat et celui de I'ozonation, est présentée sur la

figure 16. Action en profondeur

_ Action de surface Ozone Traitement en conditions humides
traitement en conditions séc!

Epicarpe Péricarpe

Cellules
tubulaires _*
tégument
épiderme GRAIN
couche a

' aleurone
l «— albumen

Figure 16. Pénétration de I'ozone en fonction de la pré-hufidtion du grain. Adapté de P.
Feillet, 2000.
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Les grains de blé traités a I'ozone ont un tawurhidité de 13%. En conditions séches, le blé
est humidifié entre 2 et 4% massique et immédiatennaité a I'ozone. En conditions humides, le blé
est humidifié & un taux de 2% massique suivi d’pégode d’attente de 2 heures au minimum. Une
seconde humidification (2% massique) est réaliseest suivie directement du traitement a I'ozadne.
existe donc une gamme de possibilités, entre iterimant surtout périphérique et un traitement qui a
pour but d’agir en profondeur.

1.3.2 Traitement par le procédé Oxygreen® du blé

1.3.2.1 Description du systéeme

Les grains de blé sont traités par 'ozone engsatilt un pilote Oxygreen® schématisé ci-apres
(Figure 17).

Moteur entrainant la _ h Rejet de | 'oxygéne vers
rotation de la vis " | | ‘ |1 ‘ ‘ <— 'atmosphére
!
Entré . =Tl < Systéme pour la destruction
ntrée du grain I ﬂ:‘q de l'ozonerésiduelle
AW fs
|

| D

| - Systeme

| ﬁ d'humidification
i

1] < Systeme de refroidissement

Vis centrale > |

<—— Entrée d’'ozone

Sortie des grains

Figure 17. : Schéma du réacteur dans lequel sont placés eisgde blé en vue de leur
ozonation. Adapté du Brevet N° FR 9915955

Le procédé Oxygreen® permet le traitement a I'ozdee grains de blé ou d'autres céréales,
avant mouture, en réacteur confiné, selon un pédédie « batch séquentiel continu » (carrousel de
réacteurs). Dans un réacteur pilote fermé, lesngrabnt mis en mouvement a l'aide d’'une vis
d’Archimede sans fin, centrale, chemisée, de fagmbtenir un contact intime et homogene entre
'ozone et les grains. Ce réacteur pilote a étéubalde telle sorte qu'il soit possible, a I'aide d
nombres adimensionnels, de procéder a I'extrapoladirecte vers des outils industriels. L’'ozone,
fabriquéin situ, a partir d’'oxygene, est introduit, en mouvemesteadant, au bas du réacteur par un
dispositif spécial. La masse de grains a traitteks-méme animée d’un mouvement descendant. La
conjonction de ces deux mouvements permet unrraite homogéne de tous les grains. D’'une fagon
générale, il a été constaté que la décontaminales grains est d'autant plus efficace que le
renouvellement de la surface d’échange grain-ozsteintense. Par conséquent, il est nécessaire
d’avoir un brassage efficace des grains et d’awnitaux de recirculation de ceux-ci dans la zone de
traitement optimisé. Ce taux de recirculation dépessentiellement du pas de la vis sans fin, de son
taux de remplissage lequel est lui-méme fonctiotadaille des grains et de sa vitesse de rotaties.
parametres choisis pour cette expérimentationm@cisés dans le paragraphe 1.3.2.2. Aprés réaction
I'ozone résiduel est évacué par le haut du réapeur étre détruit par chauffage a 350°C. La réacti
d'ozonation étant exothermique, le corps du réactst mis en contact avec un systeme de
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refroidissement permettant de maintenir une tentpéraconstante a l'intérieur de celui-ci. De
nombreux parameétres de réglage permettent de mdthifet de I'ozone sur le grain, en fonction des
objectifs visés.

1.3.2.2 Paramétres choisis

Les paramétres optima pour le traitement du bléé&ététudiés et déterminés par I'équipe
Oxygreen® de la société Goémar. Ces parametregténtiéterminés de fagcon a permettre une
réduction correcte du taux de mycotoxines, tout@mférant a la farine issue de ce grain ozoné des
propriétés technologiques intéressantes. Les pangi parameétres étudiés concernant le grain sont :

- le nettoyage des grains

- la pré-humidification

- le taux d’humidification

- le laps de temps a respecter entre humidificatiograin et ozonation de celui-ci

- le pH de I'eau utilisée pour humidifier le grain

- 'ozonation préalable de I'eau utilisée pour g I'humidification

Les paramétres de I'ozonation définis sont :

- la nature du gaz vecteur

- la concentration en ozone dans le gaz vecteur

- le débit du gaz vecteur

- la vitesse de rotation de la vis centrale assummnenouvellement de la surface de contact
entre le grain et I'ozone.

D’autres paramétres tels que le rapport entredmélire de la vis et celui du réacteur, le rapport
entre le pas de la vis et son diametre, ou le ragmire la hauteur totale du réacteur et son di@né
ont également leur importance pour une ozonatidgimage.

L'ozonation des grains est effectuée a tempéramnnaiante, sur des lots de blé propres qui ont
été débarrassés de leurs impuretés (pierres, llg)ydmétaux) ainsi que des grains cassés sur un
séparateur. Apres nettoyage, 8 kilos de grains glacés dans le réceptacle. L’humidification des
grains a un taux d’humidité de 4% en poids esigéalavec de I'eau ultrapure, non ozonée, a pH 7.
Aucun délai entre I'humidification des grains eturleozonation n’est appliqué (conditions
seches).Cependant, sur le pilote de laboratoireméitrise de ce temps est incomplete, car
I'lhumidification est réalisée manuellement par lauth du réacteur ouvert. Pour les essais de
décontamination en mycotoxines des grains de bligux d’ozone choisi est de 5 g d'ozone par kilo
de grain, le gaz vecteur utilisé est de 'oxygene pa concentration en ozone dans le gaz vecstur e
de 89 g d’Q par nf d’oxygéne. La pression du gaz vecteur ozoné darésalkcteur est de 1,3 bars.

1.3.3. Décontamination en OTA du blé par le procédé
Oxygreen®

1.3.3.1 Description des lots de blé utilisés pouétude

Le procédé Oxygreen® a été appliqué sur différemtsde blé afin d’en réduire la charge en
OTA. Un lot de blé provenant du Nord de I'lle deafice a été fractionné en 5 sous lots. Le code
adopté pour ces lots de blé est OXBM 01. pouygreen®Blé Mycotoxine 201, I'année 2001
correspondant au moment ou le procédé a été exgréerpour sa décontamination en mycotoxines du
blé. Il s’agissait de la récolte de I'été 2000.

Le premier sous-lot n’a pas été sur-contaminé ecotoyines. Ce sous-lot, non sur-contaming,
a été scindé en deux parties. Une des deux aaét&etpar le procédé Oxygreen®.

Les autres sous lots de blé ont été artificiell@mmntaminés en OTA aux concentrations
respectives de 2,5; 7 ; 40 et 100 microgrammeskifzes de blé. La contamination en OTA du blé a
été réalisée par addition de la mycotoxine solsddidans de I'éthanol sur le blé. L’éthanol a ét&d
dans de l'eau afin que la quantité additionnéeesponde a 1% massique de la quantité de blé.
L’homogénéisation de la contamination a été asspageun brassage continu du grain pendant la
phase de contamination. Les différents lots desbté décrits sur la figure 18 ci-dessous lot decblé
dessous.
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Lot de blé parent

Prélévement direct | Lots surcontaminés en OTA
| | 7 nglkg 40 pg/kg 100 pglkg
OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM
01.201 01.202 01.207 01.205 01.206 01.203 01.204
‘ Surcontamination en OTA OXBM .... Lot de blé surcontaminé en OTA
OXBM .... Lot de blé non surcontaminé en OTA

Traitement du blé par le procédé Oxygreen Lot de blé non traité par Oxygreen®
Lot de blé traité par Oxygreen®

Figure 18. : Description des différents lots de blé entranhslaette étude. Rappel des
codifications des différents lots de blé, de lauxtde contamination en OTA et du traitement subi.

1.3.3.2 Potentiel décontaminant du procédé Oxygre@n

L’'OTA a été extraite selon le protocole d’extraatide 'OTA décrit dans la partie matériel et
méthode. Le protocole utilisé est une extractiongaatage de phase liquide-liquide. Cette méthode
d’extraction est fondée sur les changements d'abiais de la molécule en fonction du pH ; son état
d’ionisation définira son affinité pour une phasgamique ou pour une phase aqueuse. Cette méthode
présente I'avantage de permettre I'extraction siaméle de plusieurs mycotoxines. Ainsi, ce protocole
nous permet d’extraire I'OTA du blé mais égalemeatmétabolites de I'OTA. De plus, le rendement
d’extraction par cette méthode est linéaire quead gait le niveau de contamination en OTA. La
présence de composés naturellement présents damsitiece n’interféere pas avec le rendement
d’extraction. Divers composés sont co-extraits daenycotoxine d’intérét, notamment des pigments.
Il est par conséquent nécessaire de définir deglittmms d'analyse a I'HPLC de I'extrait qui
permettent par la suite de séparer les composédeésirables » co-extraits avec 'OTA de I'OTA.
L’extraction de I'OTA sur les divers lots de bléparmis d’établir précisément les concentrations en
OTA des différents lots (cf tableau 10).

Lot de blé initial OXBM 01.201 OXBM 01.205 OXBM 0203
Taux de contamination initial théorique (pg/kg 0 04 100
Taux de contamination initial réel (ug/kg) 0,5+0,15 37,6+4,38 96 £1,4
Lot de blé aprées traitement Oxygreen® OXBM 01.202 OXBM 01.206 OXBM 01.204
Taux de contamination résiduel (ug/kg) 0,25+0,1 143,8 44,745,1
% de décontamination 50 69,4 +14 53,4+4,6

tableau 10. : taux de contamination en OTA des différents diatdblé, taux résiduel d’OTA sur les lots de blé
décontaminés et % de décontamination.
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Les lots de blé entrant dans cette étude étaigrurittuement « propres » et exempts de
mycotoxines. Cependant, I'extraction de 'OTA sasdifférents lots de blé a mis en évidence la
présence d’'une contamination naturelle sur le éoblé témoin. En effet, le lot de blé OXBM 01.201,
non sur-contaminé en OTA, contient environ 0,5.QTA/kg de blé. La CIT, freiguemment associée a
'OTA dans des contaminations naturelles des céséa également été recherchée : aucune
contamination en citrinine n’a été détectée.

Les lots de blé artificiellement contaminés en OIEAsont, a peu de chose prés, aux taux
annoncés. Ainsi le blé OXBM 01.203 est contami®® & 1,4ug d'OTA/Kg et le lot OXBM 01.205 a
37,6 + 4,8ug/kg. Deux autres lots de blé non pitésedans le tableau 17 contaminés artificiellement
a 2,5 (OXBM 01.208) et 7ug/kg (OXBM 01.207) sombntaminés réellement 4 1,6 + 0,6 et 6, 5 +
1,8ug d'OTA/Kg.

La quantification des concentrations en OTA dedigers lots de blé a également été réalisée
par un laboratoire extérieur, l'institut Francaes ld Brasserie et de la Malterie (IFBM) utilisamteu
méthode de purification de I'OTA par colonne d’immoaffinité. Les résultats obtenus sont présentés
tableau 11.

Lotdebld OXBM [ OXBM | OXBM [ OXBM | OXBM | OXBM | OXBM | OXBM
01.201 | 01.202 | 01.203 | 01.204 | 01.205 | 01.206 | 01.207 | 01.208

Taux

d'OTA

uglkg de Ldg Ldq 75,8 335 23,8 5,2 3,4 1,6

blé

tableau 11. : résultat de I'analyse du taux de contamination@®hA des différents lots de blé par I'lFBM.

Les résultats obtenus par I'lFBM, faisant appeha autre méthode d’analyse sont comparables
aux notres, bien gu’ils soient inférieurs. L'expliion vient du fait que I'analyse de 'OTA est igéak
apres extraction et purification sur colonne d'inmoaffinité (IAC) sans acidification préalable. En
effet, il a été montré dans notre laboratoire duglitation de cette méthode conduit a une sous-
estimation de la contamination en OTA, car uneipate 'OTA transformée lors de I'extraction en
OP-OTA (forme ouverte) n'est pas retenue sur larmmoeé d'lAC (Pfohl-Leszkowiczt al, 2004 ;
Castegnareet al, 2006b). Les taux de décontamination par Oxygred@@rminés en utilisant les
valeurs obtenues par I'lFBM sont identiques a cque nous avons calculés : 56% pour la forte
contamination en OTA et 79% pour la faible contaation.

L'application du procédé Oxygreen® sur ces trois Ide blé contaminés en OTA (OXBM
01.201 ; OXBM 01.203; OXBM 01.205) permet de nettahréduire la charge en mycotoxines de ces
lots de blé. On constate une réduction du niveacodéamination en OTA comprise entre 50 et 80%
pour les différents lots de blé d’'aprés notre mé¢hd’analyse. Le procédé Oxygreen® permet une
décontamination efficace des lots de blé, que ceéuseient naturellement ou artificiellement
contaminés en OTA.

Les conditions d’ozonation utilisées ici ne permettpas d’éliminer la totalité de la charge en
OTA du blé. L’interaction de I'ozone avec d’aut&@éments de la matrice entraine une réduction de
I'efficacité de décontamination de celle-ci. Cettgluction de l'efficacité de décontamination en
présence de composés organiques a déja été obgavédac Kenzieet al (1997) lors des essais
meneés en vue de décontaminer le riz en Aflatoxines.

Bien que les conditions de décontaminations tegiéasettent une nette réduction du taux de
contamination, celles-ci devront étre optimisées dfaméliorer la décontamination en OTA du blé
naturellement contaminé. Une humidification plugmse du grain, qui va conditionner I'accessibilité
des couches les plus internes du grain a I'ozare, &udiée. Par ailleurs, aucun délai entre le embm
de I'humidification et celui du traitement Oxygré&m’a été appliqué. Par conséquent, I'eau et par la
méme l'action de I'ozone, sont restées a la périphdu grain. Cette action de surface explique
notamment pourquoi le taux de décontamination a rététivement faibledans le cas de la
contamination naturelle du blé (seulement 50% adoies le taux d’'OTA de départ était tres faible).
Nous avons également expliqué pourguoi le contlélee parametre était difficile en conditions de
laboratoire. Il pourra étre amélioré en conditiomustrielles.
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Pour la suite de I'étude et ce, afin de simplifaetecture des résultats, nous considererons que
les lots de blé sont contaminés aux taux qui avashannoncés, soit 40ug/kg pour le lot OXBM
01.205 et 100ug/kg pour le lot OXBM 01.203. Ce sm¥ taux de contamination qui seront rapportés
sur les graphes. Pour le blé témoin supposé nequasnir de mycotoxine, le taux de contamination
réel sera rappelé, soit 0,5ug/kg de blé.

1.3.4 Influence du traitement Oxygreen® sur la quaté
nutritionnelle et sur les propriétés technologiqueslu blé

1.3.4.1 Incidence sur la qualité nutritive du blé

Le blé constitue une source importante de micrametnts qui n’est actuellement pas exploitée
par les procédés de mouture. En effet, ces micriomenits sont concentrés dans la couche a aleurone
du blé laquelle est éliminée avec les sons au aesprocédés de meunerie. Ainsi, le type de farine
utilisé, et surtout son indice de raffinage, faitier de facon significative I'apport en nutrimergs
fibres et en sels minéraux. La teneur en vitampesg baisser de 50 a 75% dans une farine blanche
par rapport a une farine compléete. La teneur es s@héraux peut varier de 45 a 72%, celle en
oligoéléments de 15 & 50% et enfin, la teneurlae fpeut étre réduite de 70%.

La teneur en vitamines du blé est une composaeteimportante de la qualité du blé, en
particulier dans le cadre du traitement Oxygreen®agpour but de rendre propre a la consommation
les parties périphériques du grain de blé et adlesifournir un aliment riche en vitamines et
micronutriments : il est par conséquent primordia¢ I'application du procédé n'altere pas de facon
significative la teneur en ces éléments.

L'effet du procédé Oxygreen® sur la qualité nuigtidu blé a été étudié par I'équipe
développant le procédé (Dubast al, 2006). L’évolution de la teneur en vitamines,lipides et en
sucres ainsi que les activités protéolytiques ipasiques ont été mesurées. Ces différentes
composantes du blé ont été évaluées sur un lotéedntréle, non humidifié, sur un lot de blé
contrdle humidifié au méme taux que celui nécessaifapplication du traitement Oxygreen® et sur
un lot de blé ayant recu le traitement Oxygreen®ax de 5g d'®@/kg de grain. Cette étude, a
permis de conclure que le procédé Oxygreen® ne fraitddas de facon significative la teneur en
protéines, ou en vitamines du blé. La teneur emesda blé est accrue de fagon trés nette ; cette
augmentation est majoritairement due a la libénatipontanée de maltose, celui-ci résultant d’'une
consommation de I'amidon de la graine. Cette litiénade maltose, glucose et fructose spontanée va
pouvoir se substituer a I'addition cdamylase lors du procédé de fabrication du pain.eHat,
normalement de k-amylase est ajoutée dans les pates afin de lidésesucres simples pour faciliter
le développement des levures et accélérer le posede fermentation du pain. Cette libération de
maltose, aprés application du procédé Oxygreenfistitae par conséquent un atout technologique. I
est également noté une inhibition de l'activitéaigue sans enregistrer de variations concernant le
taux et la répartition en acides gras (Dulmisl, 2006). L'inhibition de cette activité lipasique de
I'activité d’autres enzymes comme celle de I'algimaylase, de la polyphénol oxydase, de la catalase
et de la lipooxygénase (Goémar, communication peedte) présente un avantage d’'un point de vue
technologique en augmentant la stabilité de lad¢adgians le temps.

1.3.4.2 Incidence sur la qualité technologique duéd

Le blé traité par le procédé Oxygreen® doit perradtobtention d’'une farine panifiable. Les
propriétés technologigues de la farine doivent ébeservées. Certaines modifications concernant
notamment l'activité des enzymes ou la modificationtaux d’amidon peuvent avoir une incidence
non négligeable sur les propriétés technologiqeesette farine. L'impact sur la rhéologie de lagpat
ainsi que sur la qualité de la panification a éuélié.

Les notes de panification obtenues pour la patmidaet la crolte du pain sont générallement
ameéliorées dans le blé traité par le procédé Oxyepar rapport au blé controle, et ce d’autans plu
gue le blé est de qualité médiocre. De méme, lgmreldu pain n’est pas modifié dans le blé traité pa
le procédé Oxygreen®.

Le début de dégradation de I'amidon en maltose;agle et fructose va conférer a la pate un
Iéger golt sucré. Cette libération de sucres senpghdte I'adjonction d’amylases communément
utilisées en panification. Les variations observfagivités enzymatiques, teneur en sucres) apres
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traitement Oxygreen® du blé ne sont pas préjudiegadans la mesure ou les notes de panification
obtenues lors de la fabrication d’'un pain avec faniee Oxygreen® sont améliorées. Par ailleurs, ces
modifications conferent a la farine des proprigtégiculiéres qui pourront étre mises a profit plaur
confection de produits alimentaires particuliersote des génoises ou des cakes (cf paragraphe 4.2.3
de la revue bibliographique).

1.4. Conclusion et discussion des résultats du dhrepl

Le procédé Oxygreen® permet la disparition des oudds CIT et OTA sans que I'on identifie,
dans les conditions d’'analyse testées, la formati@rproduits néoformés. La dégradation de ces
mycotoxines en solution aqueuse est trés rapidécagssite des doses d'ozone inférieures a 1,6eg/lit
de solution.

Ces résultats confirment le potentiel de I'ozord&grader des mycotoxines. L'ozone permet en
effet la disparition de la moniliformine (Zhang &,11994), de la zéaralénone, des aflatoxingsBg
G; et G, de I'acide cyclopiazonique, de I'ochratoxine A&, ld patuline, et de I'acide sécalonique D en
solutions aqueuses (Mc Kenz¢ al, 1997). Le potentiel décontaminant de ce procé&tlénaintenu
sur une matrice complexe telle que le blé, danséeslitions de I'essai. L'OTA est efficacement
dégradée a un taux compris entre 50 et 80% dentamination initiale. L’élimination de certaines
mycotoxines par I'ozone a déja été étudiée sur rdagices complexes. Ainsi, I'élimination du
désoxynivalenol a été mise en évidence sur le (Yaisng, 1986) ou celle des aflatoxines présentes
sur des cacahuétes (Dwarakaretthl, 1967 ; Dolleaet al, 1968). Cependant, la décontamination des
mycotoxines associées a une matrice complexe €glas délicate et nécessite de faire appel a des
traitements auxiliaires. Ainsi, I'élimination dedladoxines sur les cacahuetes nécessite une pré-
humidification intense (30%) de celles-ci, ainsedutilisation d’une température élevée (100°Gh af
d’obtenir une décontamination satisfaisante. Ceslitions d’ozonation sont trés contraignantes,eet n
sont pas toujours compatibles avec les procédésuasformation des aliments.

De méme, la dégradation des aflatoxines associégg anatrice de mais a été étudiée. Une
suspension de mais finement broyé a été sur-caméengiar une solution d’AFB ou par de la poudre
de riz contaminée en AFB. Il apparait que les afiakes associées a cette matrice complexe sont
dégradées mais avec une efficacité inférieure & cabservée quand l'ozonation est réalisée
directement sur la solution de standard pure olaspoudre de riz (Mc Kenziet al, 1997). Il apparait
gue les éléments de la matrice peuvent interfémer Befficacité du procédé de décontamination.iCec
a également été constaté au cours d’expériences pyar objet I'évaluation de I'efficacité de I'aze
pour I'élimination de populations bactériennes eéspnce de composeés alimentaires (Giizel-Seydim
et al, 2004). Dans les conditions de ces études, lapeésde caséinate de sodium, de gomme ou de
creme fouettée induit une nette réduction de teffité de la décontamination par I'ozone.

La modification de certains parameétres tels quentiidification du grain, le laps de temps entre
humidification et traitement Oxygreen®, la concatibn en ozone dans le gaz vecteur, ou la pression
partielle d’application, permettra d’optimiser Ietentiel de dégradation des mycotoxines par ce
procédé, ceci est notamment trés important dacasdee de contaminations naturelles.

Les conditions que nous avons appliqguées pouraigetnent Oxygreen® n’alterent ni les
propriétés technologiques, ni les propriétés rwdist du grain de blé, tout en permettant une nette
réduction du taux de contamination.

L’application du procédé Oxygreen® sur le blé dévyparmet d’obtenir une farine a fort taux
d’extraction, c'est-a-dire des farines de type demmmvec un fort pourcentage des parties
périphériques du grain, qui conserve ses appongamines tout en étant exempte de contaminants.

Il s’agit maintenant de tester I'innocuité du prdééOxygreen® d’'un point de vue toxicité
(cytotoxicité, génotoxicité,..) sur modeles celitda et animal. Ceci est I'objet des chapitres &1 3.
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Chapitre 2: Evaluation du procédé Oxygreen® : Etué de la

toxicité sur modele cellulairein vitro

L'efficacité du procédé Oxygreen®, pour la décoritation en mycotoxines du blé, ayant été
clairement défini, il faut maintenant s’assurer dapplication du procédé Oxygreen®, sur un blé
contaminé en mycotoxines, ne conduit pas a la fbiomae produits néoformés qui pourraient générer
une toxicité.

Dans un premier temps, nous avons cherché a veisssolutions contaminées en mycotoxines,
traitées ou non par I'ozone, étaient cytotoxiquegémotoxiques. C’est I'objet de la premiere partie
des résultats présentés dans ce chapitre 2. Baitéa nous nous sommes intéressé a la toxicité d'u
extrait obtenu a partir de blé contaminé ou nonnsfotoxine, et traité ou non, par le procédé
Oxygreen®, ceci afin de s’assurer gqu'aucun prochidibformé, généré apres action du procédé
Oxygreen® sur le blé, n'engendre un effet cytotarigpu génotoxique sur modéle cellulaire. Les
résultats obtenus sont présentés dans la secoriedeace chapitre 2. Enfin, au vu des résultaiss
en sommes venu a nous intéresser a une qualiiéytiare de blé : du blé pré-germé. Les résultats
seront présentés en derniére partie de ce chapittes conclurons et discuterons les résultats abten
concernant I'étude de la toxicité réalisée sur rfedellulaire.

2.1 Etude du potentiel toxique des solutions de otgzines
traitées par le procédé Oxygreen® sur modele celid in vitro

2.1.1 Choix des modeles cellulaires

Deux types de lignées cellulaires ont été utilisés (i) les cellules HK-2, lignée de cellules
épithéliales rénales humaines (ii) les cellules 28| lignée de cellules épithéliales pulmonaires
humaines.

La lignée de cellules rénale humaine HK-2 a étbliéaen 1994 par Ryaet al, a partir d'un
cortex de rein sain d'un homme adulte. Ces cellsted de type épithélial, non tumorigenes, et
possédent les propriétés caractéristiques deslaltubulaires proximales. Ces cellules ont été
immortalisées par transfection des génes E6/E7aghillgma virus 16 humain (HPV-16). Elles ont
retenu les caractéristiques fonctionnelles dethépum du tubule proximal telles que les systénes
transport dépendant du sodium. Elles présenterdrtage d'étre des cellules de rein qui est I'oegan
cible de I'action toxique de I'OTA et de la CIT (&fvue bibliographique voir paragraphe 2.2.2.2).

La lignée de cellules WI 26 a été établie, par @irat al, en 1965, par transformation de
cellules bronchiques épithéliales humaines parirles\SV40. Les cellules WI ont déja été utilisées
pour I'étude du mécanisme d'action de I'OTA (Elohdi et al, 2000 ; Pinelliet al, 1999 ; Molinié,
2005). Elles répondent & une exposition a I'OTA qeesoit d’'un point de vue cytotoxique par
inhibition/stimulation de la prolifération cellufai, ou d’un point de vue génotoxique, par la foromat
d’adduits a I'ADN. Ces cellules sont un bon modéddulaire pour I'étude de la toxicité de I'OTA
dans la mesure ou elles ont les mémes voies debatiéition que les cellules rénales. Bien que
disposant de cellules rénales, nous avons égaletrarillé sur ce modeéle de cellules car nous
disposions de plusieurs études concernant I'éteda tbxicité et de la métabolisation de 'OTA ser
modele cellulaire.

2.1.2 Etude de la cytotoxicité

2.1.2.1 Principe général

Certains agents ont une action cytotoxique surcédsiles, c'est-a-dire qu'ils vont induire un
ralentissement du métabolisme et une mortalit@ledle. La viabilité des cellules ou l'indice de ro
des cellules peut étre étudié afin de détermin@otentiel cytotoxique de la molécule d'intérétsLe
cellules ont été exposées pendant 24 heures autiossl contaminées ou non en mycotoxines, et,
traitées ou non par I'ozone. La quantité de cdllviables au terme de I'exposition est détermimée e
se référant a I'activité métabolique des celluless cellules vivantes et métaboliquement actived vo
transformer les sels de tétrazolium, ajoutés damsilieu de culture au cours du test de cytotogjcit
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en un produit coloré : le formazan (test au MTT& €bmposé absorbe a une longueur d'onde de
570nm. Ainsi, la mesure de I'absorbance du milieucdlture des cellules a cette longueur d’onde
renseigne sur la quantité de formazan formée, legest directement proportionnelle a la quantéé d
cellules vivantes dans le puits de culture. Le i@énoellulaire ne subit aucune exposition. Il nous
permet de déterminer la quantité de cellules ptésedans le puits de culture 24 heures aprés
'ensemencement des puits en conditions normalesaigsance. Les résultats, concernant I'inhibition
de la croissance cellulaire liée a I'exposition deBules au composé cytotoxique, sont exprimés en
pourcentage de cellules vivantes par rapport awitéirellulaire dans lequel nous considérons que
100% des cellules sont vivantes au terme des 2rehielie test est décrit de facon plus détaillée au
chapitre « matériel et méthode ».

2.1.2.2 Résultats
2.1.2.2.1 Potentiel cytotoxique sur cellules rérmleumaines HK-2

2.1.2.2.1.1 Etude de I'exposition des cellules l&ndumaines HK-2 a des solutions d’'OTA
et/ou de CIT

L’inhibition de la prolifération cellulaire a étéudiée sur les cellules HK-2 exposées a diverses
concentrations d’'OTA et de CIT. L'effet d'une exjms conjointe & ces deux toxines a aussi été
étudié. Les concentrations testées sont compriges ¢ et 100uM de chacune des toxines ; chaque
essai a été réalisé en triplicata. Ces concentsaim mycotoxines ont été choisies de facon a étre
proches de celles retrouvées lors de I'exposities akllules aux solutions de mycotoxines traitées o
non par I'ozone. Les résultats obtenus sont présadessous sur les graphes 7 et 8.
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Graphe 7. : pourcentage de cellules HK-2 vivantes suite agdisition pendant 24 heures a des
concentrations croissantes en mycotoxines, congpéente 0 et 100uM.

Il apparait que les cellules HK-2 sont sensibld®OdA : on observe une inhibition de la
prolifération cellulaire d’au minimum 20% quand lesllules sont exposées a des concentrations
supérieures ou égales a 10uM d’OTA. Pour des coratEms supérieures ou égales a 20uM d’OTA,
I'inhibition de la prolifération cellulaire est @yprononcée ; cependant, méme pour les dosesutes pl
élevées testées ici, soit 100uM, la mortalité tale n’excéde pas 60%.

Les cellules sont par contre peu sensibles a upes#éion a la CIT puisque I'on n'observe pas
d’inhibition de la croissance cellulaire, et cegliique soit la dose testée.

Un léger effet proliférateur est observé quandcigfules sont exposées aux doses de 1 uM
d’OTA ou de CIT. En effet, on observe une augmésnade 12% en moyenne, par rapport au témoin
non exposé, de la quantité de cellules dans leditoams d’exposition a 1uM de toxine.

L’effet d’'une exposition conjointe & 'OTA et a@T a également été étudié. Les résultats sont
présentés sur le graphe 8.
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A Tintérieur d’'un méme cadre, la dose d’expositites cellules & 'OTA est fixe, et la quantité d€ Goutée
dans le milieu de culture est précisée sur I'axg alescisses.

Graphe 8. : effet de I'exposition pendant 24 heures des tsliHK-2 a un mélange des deux
toxines, OTA et CIT, sur le pourcentage de celluteantes par rapport & un témoin non expose.

Les cellules sont exposées a une dose fixe d'OTA,(10 ou 50uM en fonction des différents
cadres) a laquelle est ajoutée une dose variabl@leprécisée sur 'axe des abscisses et comprise
entre 1 et 50puM. Nous avons précédemment montréegidoses de CIT, comprises entre 1 et 50uM,
ne générent aucune mortalité sur ces cellules HK*8st pourquoi I'effet combiné de ces deux
mycotoxines est compare a I'effet de I'expositidiOT A seule.

Il apparait que l'addition de 50uM de CIT dans ldéien de culture contenant 1uM d’'OTA,
entraine une inhibition de la prolifération celiutad’environ 40%. Comme les doses de 1uM d’OTA,
ou de 50uM de CIT ne sont, a elles seules, padosytues, il est intéressant de noter que la
combinaison de ces deux doses de toxines dans lieundellulaire aboutit a I'apparition d’'une
cytotoxicité. De méme, la dose de 5uM d’'OTA est mgiotoxique ; I'addition dans le milieu de
culture contenant 5uM d'OTA de 10 ou 50uM de ClTraine I'apparition d'une cytotoxicité avec
une inhibition de la croissance cellulaire comprasgre 30 et 60%. Cette augmentation de la
cytotoxicité suite a I'exposition conjointe deslokds a ces deux mycotoxines est également observée
quand le milieu est contaminé a 10 et 50uM d’OTlAexiste donc un effet synergique de ces deux
mycotoxines puisque I'application en combinaisorddax doses de toxines, non cytotoxiques seules,
génere une inhibition de la croissance cellulaire.

Comme ces cellules sont sensibles a une expositi@irA et a la citrinine, elles seront un bon
modéle pour I'étude de la cytotoxicité induite fE solutions traitées par I'ozone.

2.1.2.2.1.2 Exposition des cellules rénales hunsaktie-2 aux solutions contaminées ou non en
mycotoxines, et traitées ou non par I'ozone

Nous disposons des solutions contaminées en OTAIErou en une combinaison des deux
toxines, et traitées par I'ozone des durées coempréntre 0 et 20 minutes. Nous avons testé les
solutions les plus concentrées initialement en noyéoes, soit la solution contaminée initialement a
100pg/litre d'OTA et/ou de CIT. L'exposition desllakes, résultant de I'addition de 10ul de cette
solution contaminée en mycotoxines dans le puitsutteire des cellules, équivaut & une exposition a
25nM d’OTA et & 40nM de CIT environ. Bien que lescentrations en mycotoxines dans le puits de
culture des cellules soient trés faibles (25nM d20&t 40 nM de CIT), nous en avons tout de méme
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testé le potentiel cytotoxique afin de visualiserd®ventuels produits néoformés induisent une
cytotoxicité supérieure a celle des mycotoxinegi @eté comparé a une solution d’eau pure, traitée
l'ozone, dans les mémes conditions que cellessédl pour le traitement des solutions de
mycotoxines, ainsi qu’a celle d’'une solution de ptggines traitées par un flux d’'oxygéne.

Les résultats sont présentés ci-apres sur le grapha concentration en mycotoxines de la
solution testée avant son ozonation est rappelée |@xe des abscisses et la concentration a lequel
sont exposées les cellules, lors de I'expositimsolution non ozonée, est précisée entre parsgghe
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doTA) cm (25 d'OTA et 40nM de CIM) (25 dOTA et 40nM
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Graphe 9. : Pourcentage de survie, par rapport au témoin wdaelfe non exposé, des cellules
HK-2 exposées aux différentes solutions de mycwsxicontaminées a 100ug/L, ou a de l'eau pure,
ozonées pendant 0, 5, 10, 15 et 20 minutes.

Le pourcentage de survie des cellules HK-2 est reeypé & 90%, quelle que soit la
contamination ou la durée d’ozonation de la solutiestée. Les solutions contaminées en OTA, en
CIT ou, en OTA et CIT a 100ug/l (0 minutes d’'ozaoiat ne généerent aucune toxicité, ce qui est en
accord avec les résultats observés précédemmeoronation de ces solutions n’entraine pas
I'apparition de cytotoxicité. Ces résultats obtemvec les cellules HK-2 indiquent que 'ozone ne
conduit pas a la formation de produits, dérivésrdgsotoxines, plus toxiques que 'OTA ou CIT sur
ce modele cellulaire. Une survie comparable ddsleslest observée quand celles-ci sont exposées a
une eau pure 0ozonée ou a une eau contaminée eneOTA et soumise a un flux d’oxygene. La
différence de survie d'environ 10% par rapport @mdin, observée dans toutes les conditions
d’exposition, résulte de I'addition de I'eau daesilieu de culture des cellules (10% en volume).

2.1.2.2.2 Etude du potentiel cytotoxique sur modéddulaire bronchiqgue humain WI 26

2.1.2.2.2.1 Exposition des cellules bronchiquesadines WI 26 & des solutions d’'OTA et/ou de
CIT

Les cellules WI répondent a une exposition a I'GdtA la CIT comme démontré dans le travalil
de thése de Anne Moalinié, 2004. Les résultats alstgpar Anne Molinié et tirés de sa thése sont
rappelés ci-apres.

96



Résultats
Chapitre 2 : Evaluation du procédé Oxygreen® : Etuld la toxicité sur modele cellulaire in vitro

1,2

14
0,8 +
0,6
0,4 +
0,2+

0 -

NN N
@@0 Q@Q NQ@ q)§ @\S \9\}@ q,°§ (00\$ '&QQ

OTA UM

Graphe 10.: Viabilité des cellules bronchiqgues WI exposéesdant 24 heures a diverses
concentrations en OTA. Source : These A. Molind®42.

On observe 20% d'’inhibition de la croissance cailel pour des concentrations comprises entre
2 et 5uM d’OTA et plus de 40% d’'inhibition de leopfération pour les concentrations supérieures ou
égales a 10uM. La concentration en OTA pour laguatl enregistre 50% de mortalité cellulaire a été
établie & 50uM. Un léger effet proliférateur eshlément observé sur ce modéle cellulaire pour une
exposition & une concentration de 1 uM de toxine.

Les cellules WI sont également sensibles a la Gfiree montré sur le graphe 11.

12

temoin 0,5uM M 2 uM 5uM 0puM  20puM  50uM  100puM
CIT uM

Graphe 11.: viabilité des cellules bronchiques humaines Wpasées 24 heures a diverses
concentrations en CIT. D’aprés la these d’A. Mai2004).

Ainsi, I'exposition des cellules a une concentnatim CIT de 20uM résulte en une inhibition de
20% de la prolifération cellulaire ; des concemnbrsd supérieures ou égales a 50uM induisent une
inhibition de la prolifération cellulaire supérieua 50%. De plus, I'exposition des cellules a une
combinaison de ces deux toxines peut avoir tanmt@ftet synergique, tantot un effet antagoniste sur
la prolifération cellulaire, et ce en fonction decloncentration relative des toxines, I'une papospa
I'autre (Molinie, 2004).

2.1.2.2.2.2 Exposition des cellules bronchiquesdines WI 26 aux solutions contaminées ou
non en mycotoxines et traitées ou non par 'ozone

Les puits de la plaque de prolifération ont étéeerencés avec 5000 cellules dans un volume de
90pul. L'exposition des cellules a été réalisée cemdécrit pour les cellules HK-2, c'est-a-dire par
addition de 10ul de la solution a tester dans lgemide culture, pendant 24 heures. De méme que
pour les cellules HK-2, un témoin cellulaire esalig®. Les solutions testées sont les solutions
contaminées en OTA ou en CIT et traitées a 'ozong, 10, 15 ou 20 minutes, une solution d’eau
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pure ozonée 0, 5, 10, 15 ou 20 minutes et enfia,aotution de mycotoxines traversées par un flux
d'oxygene pendant les mémes durées. Les résulbdews sont présentés sur le graphe 12. La
concentration en mycotoxines de la solution tesiént son ozonation est rappelée sous I'axe des
abscisses et la concentration a laquelle sont éggdss cellules, lors de I'exposition a la solution
ozonée, est précisée entre parentheses.
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OTA 100pg/L (25 nM CIT 100ug/L (40 nMde OTA+CIT 100pg/L  eau pure (OpM d'OTA et toxines traitées a O2
d'OTA) CIT) (25nM d'OTA et 40nM de CIT) (25NM d'OTA et 40nM

de CIT) de CIT)

Graphe 12.: Pourcentage de survie, par rapport au témoinudeite non exposé, des cellules WI
26 exposées aux différentes solutions de mycosygoataminées a 100ug/l, ou a de I'eau pure, c@®né
pendant 0, 5, 10, 15 et 20 minutes.

Quand les cellules sont exposées aux solutionsygetoxines non ozonées, ce qui correspond
a I'histogramme « zéro » minutes d’ozonation suigiaphe, nous observons une réduction de la
viabilité cellulaire de 20% environ. Cette inhibiti de la prolifération cellulaire est observée tpse
cellules soient exposées a de I'eau pure ou ge'adéent exposées aux solutions contaminées en
mycotoxines. Cette inhibition peut donc étre atté® & I'addition d’eau dans le milieu de culture.
Nous n’observons pas de mort cellulaire quandédales sont exposées a la solution de mycotoxines
non ozonées (histogramme blanc, zéro minutes daiimor). Les doses d’exposition de 25nM pour
I'OTA, et de 40nM pour la CIT, sont des doses féblinférieures a celles entrainant une réducton d
la viabilité (cf graphes 10 et 11). De méme, auawytetoxicité n’est observée quand les celluled son
exposeées a une combinaison de ces deux mycotoxines.

Nous observons par contre une diminution tres itk viabilité cellulaire quand les cellules
WI sont exposées a des solutions de mycotoxingédsapendant des durées variables par I'ozone. En
effet, les cellules exposées a une solution de toyxswes ozonée 5 minutes, ont une viabilité réduite
de 40 & 55% par rapport a la viabilité observéadues cellules sont exposées a la méme solution de
mycotoxines non ozonée. Cette diminution de lailiialrellulaire est observée que les cellulesrsoie
exposées a une solution de CIT, d'OTA, ou d’OTAletCIT ozonée. Cependant, la réduction de la
viabilité des cellules apres exposition a une smhubzonée est l[égerement plus prononcée quand il
s'agit de I'exposition a une solution de CIT our@&wombinaison de CIT et d'OTA que lors d’'une
exposition & I'OTA seule. Ainsi, on observe 40%ndibition de la viabilité cellulaire quand les
cellules sont exposées a une solution d’'OTA oz&néénutes. Quand les cellules sont exposées a une
solution de CIT, ou, de CIT et d'OTA, ozonée 5 nm@w) on visualise respectivement 55 et 54%
d’inhibition de la prolifération cellulaire par rpprt a I'exposition a la solution non ozonée. Gesti
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également observé quand les cellules sont expa@a@esolutions ozonées plus longtemps : pour
I'exposition a une solution ozonée 10 minutes,@duction de la prolifération cellulaire est de 54%
pour la solution d’'OTA et de 78% pour la solutiendIT.

Il semble donc, que le profil d’'inhibition de laossance cellulaire soit dépendant du type de
mycotoxine présent dans la solution : I'applicata® 'ozone sur une solution de CIT conduit a un
effet cytotoxique sur les cellules WI 26, supériaicelui observé lors de I'exposition a une soluti
d’OTA ozonée. La cytotoxicité augmente de facogdine en relation avec la durée d’'ozonation des
solutions utilisées pour I'exposition. Nous avonsigl’hypothese que la concentration en ozone dans
I'eau augmentait en fonction de la durée du tradtenet que cette solubilisation de I'ozone dans la
phase aqueuse pourrait étre responsable de Isstietoxique observé lors de I'exposition des ceBul
WI 26 a ces solutions ozonées. Cette hypothésé passconfirmée puisque nous n’'observons pas de
mortalité cellulaire quand les cellules sont expgside I'eau pure ozonée.

D’autre part, nous avons noté une acidificationlalesolution de mycotoxines au cours du
procédé d’ozonation, laquelle pourrait étre a §joré de cette inhibition de la prolifération cedline.
Cette acidification ne peut pas a elle seule expliqe potentiel cytotoxique des solutions ozonées
puisque le pH de la solution contaminée en OTArdétieur ou égal a celui de la solution contaminée
en CIT. De plus, aprés 10 minutes d’ozonation,Hede la solution se stabilise alors que le poténtie
cytotoxique de la solution continue a augmenter.

2.1.3. Etude du potentiel génotoxique des solutiomzonées

2.1.3.1 Principe général

La méthode utilisée pour I'étude de la génotoxieisé la méthode de détection des adduits a
I’ADN, décrite de facon plus détaillée au chapitridlatériel et Méthode ».

Aprés ingestion d’'un xénobiotique, celui-ci seratiibbué au niveau des organes ou il pourra
étre métabolisé. Ce xénobiotique ou un de ses wiépourra former une liaison covalente avec la
molécule d’ADN par l'intermédiaire d’'une réactior dype électrophile/nucléophile, entrainant la
formation d’un complexe appelé adduit (paaidition de prodiits) a I’ADN. Cette Iésion primaire de
I’ADN est une étape importante dans les phénoméingisiation des cancers (Miller & Miller, 1981).
Les adduits a ’ADN peuvent naitre par action diged’'un xénobiotique génotoxique, cependant, la
plupart des xénobiotiques ne sont actifs qu'apeés métabolisatioin vivo en dérivés électrophiles
susceptibles de se lier aux acide nucléiques (V8lIMiller, 1981).

La méthode du post-marquage ¥B présente une sensibilité élevée puisqu'elle petene
détection d’'un adduit par nucléotides. En outre, elle ne requiert I'utilisat que de quelques
microgrammes d’ADN et ne nécessite pas de conraigtucture chimique des adduits recherchés.

Les cellules bronchiques WI 26 ayant montré une foéte sensibilité aux différentes solutions
de mycotoxines traitées par I'ozone, nous avonscbiBed savoir si hous observions dans celles-ci la
formation d’adduits a I’ADN.

2.1.3.2 Résultats

Les cellules ont été exposées, pendant 24 hewgsdifiérentes solutions de mycotoxines,
traitées ou non par I'ozone : 100ul des solutiafenues aprés 0, 5, 10 et 15 minutes d’ozonation,
sont ajoutés a 10 ml de milieu de culture des leslluLa concentration testée pour I'étude de la
génotoxicité est inférieure d’un facteur 10 a celiéisée en cytotoxicité. Celle-ci doit nous petire
de récupérer une quantité suffisante de celluliesd&f pouvoir en extraire I'ADN, et de visualises|
effets génotoxiques s'ils existent.

Au terme de I'exposition, le tapis cellulaire estiné de la flasque et 'ADN des cellules est
extrait et purifié. Le marquage radioactif des amdwest réalisé sur 4ug d’ADN de cellules
bronchiques WI. Les autoradiogrammes obtenus apagquage de I’ADN des cellules exposées aux
solutions d’'OTA (100ug/l) traitées 0, 5, 10 et 15numes a l'ozone sont présentés ci-apres
(Autoradiogrammes 1 a 5).
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#1 #2 #3 #4 #5

F b

Autoradiogrammes 1, 2, 3, 4, 5: Autoradiogrammetgils apres le marquage de ’ADN des cellules
WI 26 exposées a une solution d’OTA contaminédadA) traitée a I'ozone pendant 0 (#1), 5 (#1),( #3),
15 (#4) minutes a I'ozone ou non exposées (témithi,

Des adduits sont observés sur chacun des autoradioges obtenus suite a I'exposition des
films pendant 72 heures au congélateur a -80°Celgmt, leur intensité est trés faible, en desdous
seuil de quantification du bioimager. Par aillewns,des deux adduits visualisé est également grésen
sur l'autoradiogramme correspondant au marquagtABdN des cellules non exposées (#5). Aucun
de ces deux adduits n’est présent sur le chromatoge #4, correspondant au marquage de I'’ADN
des cellules exposées a la solution d'OTA ozonéelgr® 15 minutes. Des résultats similaires ont été
obtenus quand les cellules sont exposées auxawutie CIT (25 et 100ug/l) ou a la solution d’'OTA
(25pg/1) traitées par I'ozone. Ainsi, nous n'avges visualisé la formation d’adduits a I’ADN des
cellules en quantité significative, en relation@letraitement a I'ozone des solutions contamiretes
mycotoxines utilisées pour réaliser I'exposition.

2.1.4 Conclusion et discussion de I'étude vitro du potentiel
toxique des solutions de mycotoxines ozonées

Les cellules rénales HK-2, tout comme les cellybegmonaires WI 26, sont sensibles a
I'exposition a une solution d’'OTA. L'effet cytotaxiie lié a I'exposition des cellules rénales HK-2 a
une solution de CIT n’est quasiment pas observaibkeconcentrations testées (entre 1 et 100uM de
CIT). Par contre, un effet cytotoxique synergiqeecds deux mycotoxines a pu étre mis en évidence
sur ce modele cellulaire rénal, celui-ci étant caraple a celui observé sur les cellules WI 26
(Molinié, 2004). Cet effet synergique a déja étéemhéin vivo, puisque chez la souris, I'exposition a
une combinaison de ces deux mycotoxines conduihé augmentation des carcinomes rénaux
(Sansinget al, 1976 ; Kanisawa, 1984b). Les effets synergiqeeses deux mycotoxines, retrouvées
associées dans des régions ou sévit la BEN (Vrahatteal, 2000), sont a prendre en compte pour
expliquer la survenue de cette néphropathie.

Les essais de cytotoxicité menés avec ces soluti®@msycotoxines, contaminées en OTA et/ou
en CIT, et ozonées pendant des durées variablede smodéle cellulaire rénal HK-2, montrent
gu’aucun composeé cytotoxique vis-a-vis de ce modeélelaire n’est généré. Par contre, I'analyse de
la cytotoxicité sur le modele cellulaire WI 26 réveque I'ozonation appliquée sur les solutions
contaminées en mycotoxines génére des modificatidmscette solution qui engendrent une
cytotoxicité. Par ailleurs, la cytotoxicité génémagte a I'exposition des cellules a une solutien d
mycotoxines ozonées est légérement plus imporgueed il s’agit d'une solution de CIT. L’'ozone
dégrade trés rapidement ces toxines en soluticapiith 1.2.2) en composés non détectés par UVs,
fluorimétrie et spectrométrie de masse dans ledittons permettant la détection de I'OTA.
Néanmoins, un effet cytotoxique est observé sumodéle. L'apparition de cette toxicité n'est pas
directement dépendante de la nature de la mycadraitée ; la différence de cytotoxicité observée
entre une exposition a une solution d'OTA ozonéa enhe solution de CIT peut venir du fait que la
CIT est dégradée plus rapidement que I'OTA en éhisneimples, lesquels réagiront avec I'ozone
pour former des composés cytotoxiques. Néanmoess,ploduits simples de dégradation de ces
mycotoxines vont étre différents avec formation @IHHNG; et CQ dans le cas de 'OTA, et de O
dans le cas de la CIT. Cette dégradation des nyio&® en éléments simples (tels que,CiACl,
HNOs) peut étre soutenue par I'observation de la dittonudu pH dans les solutions ozonées.
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Enfin, 'ozone peut se décomposer en solution aggi@m conduisant a la formation d’especes
réactives. Plusieurs travaux ont montré que la m@ogsition de I'ozone résultait d’'une réaction en
chaine dans laquelle I'ion hydroxyle joue un rélajenr (cf revue bibliographique, chapitre 4.2.2.1).
Les espéces radicalaires formées au cours dedaor@anitient la réaction en cascade. L'ozone peut
ainsi soit réagir avec son substrat soit, au-dela gH critique, se décomposer. La stabilité dedioe
dissoute en phase aqueuse va fortement dépengrd chais également d’autres facteurs tels que la
concentration en ozone dans la solution mais alésk présence de facteurs initiateurs, propagateur
ou inhibiteurs de radicaux libres en solution. Ailes conditions de pH acides trouvées dans les
solutions de mycotoxines vont conduire a la décaitionm de I'ozone ; ceci aura pour effet une baisse
du pH due a la disparition des ions @itla la génération d’espéces radicalaires réactjuepourront
étre a l'origine de la cytotoxicité observée. Capéees radicalaires pourront exercer une action
toxique directe, ou éventuellement attaquer lesatoxines présentes en solution, les rendant a leur
tour réactives. Lors de I'ozonation de la solutae CIT, le substrat est rapidement éliminé de la
solution, et la décomposition de l'ozone dans lasghaqueuse acidifiée peut avoir lieu plus
intensément et plus précocement par rapport asenablors de 'ozonation de la solution d’'OTA.

Les différents types cellulaires utilisés dispos#mt/oies de métabolisation et de détoxification
différentes ce qui peut expliquer les différencbsepvées concernant leur sensibilité aux solutitens
mycotoxines ozonées d’'un point de vue cytotoxidis cellules HK-2, d'origine rénale, concentrent
les mécanismes de détoxification notamment ledasats, SOD et peroxydases. La présence de ces
enzymes au niveau rénal peut expliquer la résistales cellules HK-2 aux effets cytotoxiques des
solutions de mycotoxines ozonées. D’autre partnéelele bronchique WI 26 sur-exprime le géne
codant pour la protéine p53. Cette protéine intevidans la régulation de I'entrée en mitoseQuat j
donc un role dans la prolifération cellulaire. ldirction de ce géne conduira par conséquent a des
effets inhibiteurs de la prolifération cellulairédup prononcés que ceux observés sur un modele
cellulaire ne sur-exprimant pas le géne.

Il est & noter que, bien que I'on ait apparitionré cytotoxicité sur les cellules bronchiques WI
26 exposées aux solutions ozonées, on ne vis@al@ee genotoxicite.

2.2 Etude du potentiel toxique d’extraits de blétebus a partir
des blés contaminés en OTA et traités ou non pay@een® sur

modéle cellulaire bronchique

Nous avons recherché si le procédé Oxygreen® appBgr le grain de blé contaminé en OTA
modifiait, ou non, la toxicité globale. Les intetiaos existant entre la matrice et la toxine vont
pouvoir influencer, de facon positive ou négatlaegénération de composés toxiques apres ozonation.
L'étude a été réalisée sur 'OTA, mycotoxine dantdux de contamination est régi par la législation
Européenne CE N° 123/2005, et dont le contrdle temeséréales est prioritaire.

2.2.1 Constitution des extraits de blé

Ces extraits de blé ont été constitués en suigaptdtocole d’extraction de 'OTA sur le blé, et
ce, afin de recueillir tous les éventuels métabslide 'OTA. Aucun métabolite de I'OTA n’a certes
été détecté lors du traitement par I'ozone destisolsl aqueuses de mycotoxines ; cependant, les
conditions d’ozonation utilisées sur le blé étaoima drastiques que celles utilisées en phase agueu
et celles-ci ne diminuant le taux d’'OTA que de 78&maximum, nous pouvons envisager que des
métabolites de I'OTA soient générés comme interaiéel de dégradation de 'OTA par 'ozone.

Pour I'obtention des extraits, le blé a été finem@oyé puis nous avons réalisé une extraction
de type liquide/liquide. La premiére étape d'edimt est conduite en conditions acides.
L’acidification et la force ionique de la solutiatiextraction, permettent de rompre en partie les
liaisons des toxines aux constituants de la magidavorisent ainsi leur extraction par un solvaat
type hydrophobe comme l'acétonitrile. Lors de cett&raction, une multitude de composés du blé
ayant des propriétés physico-chimiques comparableslles de 'OTA (hydrophobicité, pKa..) sont
également récupérées. Ces extraits contiennemppaequent non seulement I'OTA mais également,
ses dérivés ainsi que divers composés du blé.
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Des extraits de blé ont été réalisés a partir dés ©XBM 01.201 et OXBM 01.202, non
artificiellement contaminés en OTA. Cependant, nausns vu que ces lots de blé contenaient une
faible quantité d’'OTA d’origine naturelle: ces lale blé ne peuvent pas étre considérés comme des
lots de blé témoins a proprement parler. Nous adons introduit, dans nos expériendewitro, un
lot de blé « externe » dépourvu de contaminatiomgootoxine. Nous avons également réalisé des
extraits de blé a partir des lots de blé artifleiment contaminés en OTA et traités, ou non, par le
procédé Oxygreen®. Tous ces extraits ont été eésilipour évaluer le potentiel cytotoxique et
génotoxigue des extraits de blé traités ou nonlpgorocédé Oxygreen®, sur modéle cellulaire
pulmonaire épithélial humain. Les résultats obtesurg présentés ci-apres.

2.2.2 Potentiel cytotoxique des différents lots daé, traités ou
non par Oxygreen®

Les cellules pulmonaires humaines ont été expospemsdant 24 heures, a diverses
concentrations en extrait de blé. Pour chaque iexteablé, 5 dilutions de I'extrait sont testées et
chaque test est réalisé en triple. Chague exposs effectuée par dépbt dans le puits de 10jd de
dilution de I'extrait de blé a tester. On réaliseeexposition avec I'extrait de blé non dilué, pues
expositions avec des dilutions au dixieme, quagamgi cent quarantieme et six cent quarantieme de
I'extrait de départ.

Dans le cas de I'exposition des cellules a un &xdeablé non dilué, les cellules sont mises en
contact avec des concentrations en produits exuaiblé de 850 mg d’extrait de blé par ml de milie
de culture. Les concentrations en OTA dans le milie culture des cellules exposées aux différents
extraits de blé non dilués sont présentées ci-desstans le tableau 12.

Exposition des cellules a I'extrait : OTA en pM dde milieu de culture

OXBMO01.201 1,05
OXBMO01.202 | 0,57

| OXBMO01.203 | 202 |
OXBMO01.204 | 92

| OXBMO1.205 | 78 |
OXBMO01.206 | 23,2
OXBMO01.207 13,7
OXBMO01.208 3,1

tableau 12. : concentration en OTA dans le milieu de culturs dellules exposées aux divers extraits de blé
non dilués, traités par le procédé Oxygreen® (caglréond verts), ou non traités par le procédé
(cadre et police noirs).

La viabilité des cellules exposées a ces extragsbk®, ainsi qu'a leurs dilutions, a été

déterminée en se référant a l'activité métaboligee cellules comme décrit dans le paragraphe
2.1.2.1. Les résultats obtenus sont présentés gmaphe 13.
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Graphe 13.: Pourcentage de cellules vivantes aprés exposities cellules pendant 24 heures
aux différents extraits de blés, ainsi qu’a leuilsittbns, blés artificiellement ou naturellemenintaminés
en OTA et traités ou non par le procédé Oxygreen®.

Quand les cellules sont exposées a un extrait denbh dilué (histogramme blanc), la
prolifération cellulaire est trés fortement inhitgiee80% que les extraits de blé testés soientpay n
traités par le procédé Oxygreen®. L'inhibition degdrolifération cellulaire, suite a I'expositionsde
cellules a ces extraits de blé non dilués, estfolie quand le blé est contaminé en OTA. On oleserv
respectivement 24, 26 et 26% de survie en moyenaadjles cellules sont exposées aux extraits
OXBM 01.201, OXBM 01.202 et au contrbéle externerglgu’il est respectivement de 19, 15, 18 et
18% quand les cellules sont exposées aux extraitslél OXBM 01.203, OXBM 01.204, OXBM
01.205 et OXBM 01.206, artificiellement contamimedsOTA. Cependant, la présence d'OTA ne joue
gu’un réle mineur dans l'inhibition de la proliféi@n cellulaire. En effet, une forte inhibition die
prolifération cellulaire est observée quand leduted sont exposées a I'extrait de blé « contréle
externe » non dilué.

L’OTA induit une inhibition, supérieure a 40%, de prolifération cellulaire sur ce modéle
cellulaire uniqguement pour des concentrations sepess ou égales a 10uM (cf graphe chapitre
2.1.2.2.2). La concentration maximale de 202uM & @ans le puits est atteinte lors de I'exposition
des cellules a l'extrait de blé OXBM 01.203 nonudil L'OTA seule, a cette concentration est
responsable de 60% de I'inhibition cellulaire sarnsodele cellulaire ; Iinhibition de la proliféran
cellulaire est plus prononcée quand les cellule® sxposées a I'extrait de blé OXBM 01.203
contenant une gquantité équivalente d’'OTA (80% dhition), ceci confirmant I'implication du blé
dans I'apparition de cet effet cytotoxique. Po@xposition aux autres extraits de blé non dilués et
contaminés en OTA, les concentrations en OTA somipeises entre 0,5 et 92uM. Ces concentrations
en OTA sont responsables d’'une inhibition de lalif@mation cellulaire de 40% au maximum.
L’inhibition de la prolifération cellulaire, obse¥e suite a I'exposition des cellules a ces extdstble
non dilués, est comprise entre 70 et 80%. Il appdomc qu’une grande part de la cytotoxicité st |
a I'addition de I'extrait de blé dans le milieu dalture des cellules, ceci de facon indépendanta de
présence d’OTA ou de I'application du traitementy@een®. Ceci est par ailleurs confirmé par les
résultats obtenus avec l'exposition des celluleléu« contréle externe », pour lequel on observe
également un effet cytotoxique avec une réductoladiabilité de 75%.

La dilution des extraits de blé utilisés pour I'egfiion des cellules permet de réduire la
mortalité cellulaire. Quand les cellules sont egssaux extraits de blé OXBM 01.201, OXBM
01.203, OXBM 01.205 et « contrle externe », naitds par le procédé Oxygreen®, dilués d'un
facteur 10, on observe prés de 80% de viabilitécd#sles. Par contre, la dilution d’un facteurdds
extraits de blé ozonés ne permet pas de réduis meisement la mortalité des cellules exposées. Un
facteur de dilution de 40 est nécessaire pour guabilité des cellules exposées aux extraits OXBM
01.206, et OXBM 01.204 atteigne 80%. Une dilutiolcae supérieure est nécessaire en ce qui
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concerne I'extrait de blé OXBM 01.202, confirmanieccette inhibition est sans relation avec la dose
d'OTA.

Ainsi, il apparait que les cellules pulmonairestsamsibles a une exposition a un extrait de blé
quand celui-ci est concentré. L'inhibition de lalferation cellulaire liée a la présence de blé no
ozoné dans le milieu de culture est abolie pardilogion d’'un facteur 10 de I'extrait. Il apparajtie
le traitement du blé, par le procédé Oxygreen® dimdh cytotoxicité de I'extrait obtenu, sur ce
modéle cellulaire. Cette apparition de la cytotigiest indépendante de la présence d’'OTA : I'éxtra
de blé OXBM 01.202, tres faiblement contaminé enAGEE traité par Oxygreen®, a un potentiel
cytotoxique supérieur a celui des extraits OXBM204. ou OXBM 01.206, lots de blés contaminés a
des taux plus importants en OTA et également ggs# le procédé Oxygreen®. Comme l'incidence
du niveau de contamination en OTA du blé sur leciptiél cytotoxique est tres modérée, voire
inexistante, I'augmentation du potentiel cytotoxqabservée quand les cellules sont exposées a
I'extrait de blé ozoné doit résulter de I'amplifican du potentiel cytotoxique de la matrice suite a
I'application du procédé Oxygreen® sur celle-ci.

2.2.3 Potentiel génotoxique des différents lots déé

Les cellules bronchiques humaines ont été expgsatant 24 heures a des concentrations non
cytotoxiques des différents extraits de blé. Lacemtration d’extrait choisie pour I'exposition
correspond a l'extrait provenant de 2 grammes dear millilitre de milieu de culture. Cette
condition de concentration équivaut a celle réaliagec I'extrait de blé dilué d’'un facteur 40. Notr
choix s’est porté sur cette concentration car egllaous permet d’avoir une viabilité cellulaire
supérieure a 45% quelque soit le type d’extralitsétipour réaliser I'exposition mais, par ailleursite
condition nous permet d'observer des effets vagmbsur la prolifération cellulaire de fagon
dépendante de I'application du traitement Oxygresnfle blé utilisé pour réaliser I'exposition. Ban
ces conditions d’exposition, les concentrationsOarA dans le milieu de culture des cellules sont
comprises entre 12,5 nM (exposition a I'extrait XB1.202) et 5uM (exposition a I'extrait OXBM
01.203). En paralléle, les cellules bronchiquesététexposées a deux concentrations en OTA : 0,5 et
2,5 uM. Le potentiel génotoxique des solutions dd0du des extraits de blé a été déterminé par la
recherche de la formation d’adduits a I'ADN deduleb exposées, comme décrit précédemment.

2.2.3.1 Potentiel génotoxique de solutions pures @TA sur les cellules
bronchiques

Les autoradiogrammes obtenus suite a I'expositenatliules a 'OTA, ou a un extrait de blé
contrdle externe, sont présentés ci-aprés (Autogadinmes 6, 7, 8, 9). Les adduits ont été quasitifié
et leur nombre est exprimé en nombre d’adduifsili@léotides. L'identification des différents adsui
est présentée sur I'autoradiogramme #B.
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Autoradiogrammes 6, 7, 8, 9: autoradiogrammes alesuite au marquage radioactif des adduits a
I’ADN des cellules non exposées (#6: témoin a@ahe), des cellules exposées a un blé controlematgt?),
des cellules exposées a 'OTA a 0,5uM (#8) et dibsles exposées a I'OTA a 2,5uM (#9).
Autoradiogramme 10 : migration de standards addO@ifA a I’ADN

On ne détecte pas d’'adduits a I'ADN, ni dans lediénaellulaire non exposé (autoradiogramme
#6), ni dans I’ADN des cellules exposées a un éxti@ blé « contrble externe » (autoradiogramme
#7). Par contre, nous confirmons que I'exposities dellules a des concentrations méme tres faibles
en OTA (0,5 et 5uM) conduit a la formation d’adduét 'ADN (autoradiogrammes #8 et #9). Nous
notons la formation de 4 adduits principaux nunésate 1 a 4.

Ces adduits ont été quantifiés et les résultatsésentés dans le tableau 13.

. Nombre d’adduits & '’ADN (adduits/f0
adduits Y
nucléotides)

Condition d’exposition OTA 2,5uM OTA 0,5 uM
Adduit n°1 5,9 3,1
Adduit n°2 3,4 2,0
Adduit n°3 1,8 2,5
Adduit n°4 1,1 0,9
Adduit n°5 0,5 -

Adduits minoritaires 6,4 1,9
Adduits totaux 18,6 10,4

tableau 13. : quantification des adduits & I'ADN, en nombre atimits/1§ nucléotides, dans les cellules
épithéliales bronchiques humaines exposées a I'@arlant 24heures.

Nous disposions de standards d’adduits OTA quiébétpréparés par le Dr Manderville. Ces
standards correspondent & une molécule d’'OTA aélelsitir une désoxyguanosine ayant conservé son
3’ phosphate nécessaire au marquage radioactifd@es adduits standaf - C8 etC - C8 différent
par I'atome « d’arrimage » de I'OTA sur la désoxggasine. La structure de ces adduits a I’ADN est
présentée ci-apres (Figure 19).
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Figure 19. : Structure des adduits standards OTA O-C8 et G@8a désoxyguanosine
monophosphate

Ces adduits ont été post-marqués HdBns lesnémes conditions que notre ADN. Le profil
chromatographique, obtenu apres marquage et s@pacatomatographique de ces adduits standards,
est présenté sur I'autoradiogramme #10 ci-contre.

Seul un adduit, sur les 4 adduits majoritaires alétea I'’ADN des cellules exposées aux
concentrations 0,5 et 2,5uM d’OTA, peut étre identomme étant I'adduit standa@C8. En effet,
'adduit n°4 a un profil de migration comparablediui de I'adduitC-C8. Nous ne visualisons pas la
présence de I'adduiD-C8 a I'ADN de ces cellules bronchiques humaingsosges a I'OTA. Les
structures chimiques des 3 autres adduits maj@#tadétectés sur I’ADN de ces cellules, ne sost pa
identifiées. Ils peuvent étre le résultat de I'actthn de la molécule d’OTA sur une autre base, ®u d
'adduction d’'un métabolite de 'OTA. Le nombre abtd’adduits détecté a I'’ADN des cellules est
supérieur quand les cellules sont exposées a lzentmation de 2,5uM d'OTA ; la quantité d’adduit
n°4 (C-C8 OTA) détecté sur 'ADN des cellules exposée$GTA est également Iégérement
supérieure quand les cellules sont exposées a 2dBRVA par rapport a I'exposition a 0,5uM.

2.2.3.2 Potentiel génotoxique des extraits de bl&rtaminés en OTA sur
cellules bronchiques humaines

Les adduits a I'ADN ont été recherchés sur 'ADNs d®llules exposées aux extraits de blé
OXBM 01.201, OXBM 01.203, OXBM 01.205, OXBM 01.208t, OXBM 01.208, blés contaminés a
divers taux d’OTA et non traités par le procédé @ren®. La numérotation des adduits a '’ADN des
cellules exposées a ces extraits de blé est péeseuat I'autoradiogramme #C. Les autoradiogrammes
obtenus (Autoradiogrammes 11, 12, 13, 14 et 1% quantification des adduits principaux a I’'ADN
sont présentés dans le tableau 14.

#C

#12 #13 #14 R |

Autoradiogrammes 11, 12, 13, 14 et 15 : autorachogmes obtenus aprés marquage radioactif des
adduits & I'’ADN des cellules exposées aux extdatblé contaminés en OTA OXBM 01.2811), OXBM
01.208 #12), OXBM 01.207#13), OXBM 01.205#14) et OXBM 01.203415).
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Nombre d’adduits & '’ADN des cellules WI (addui/ nucléotides)
Exposition aux | Contréle| OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM
extraits de blé | externe| 01.201 01.208 01.207 01.205 01.203
autoradiogrammels #7 #11 #12 #13 #14 #15
Adduit n® 1 - 9,7 2,6 5,2 8,7 125
Adduit n° 2 - 2,7 2 2,1 3,1 6,1
Adduit n° 3 - 2,9 2,9 4,6 3,6 7,6
Adduit n° 4 - 2 3,5 4,8 2,9 3,1
Adduit n®° 5 - 1 - - 1,2 1,7
Adduit n° a - 2,6 0,5 0,8 0,4 2,5
Adduit n® b - 0,8 2,4 1 0,4 0,9
Adduit n° c - 0,4 2,8 0,9 0,3 2,6
Adduits . 2,2 0,2 0,2 0.1 1,7
minoritaires
Total - 24,3 16,9 19,6 20,9 38,6

tableau 14. : quantification et dénomination des adduits a IMDBles cellules WI26 exposées a des extraits
de blés contaminés & des doses croissantes en d0i@i(s/16 nucléotides).

L'évolution de la quantité de chacun des différeatdduits en fonction du niveau de
contamination en OTA du blé utilisé pour réalisexposition des cellules est présentée sur le graph
14 ci-dessous.

Contamination en OTA du blé
croissante

v

B Adduits nminoritaires
O Adduit n°c
@ Adduit n° b
B Adduit n° a
B Adduit n°5
O Adduit n° 4
@ Adduit n° 3
8 Adduit n° 2
0O Adduit n° 1

adduits/1D
nucléotides

cu B HBRAB K S

Controle OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM
exerne 01201 01.208 01.207 01205 01.203

exposition a

Graphe 14.: quantification et dénomination des adduits a IMDdes cellules bronchiques
humaines exposées a des extraits de blés contmmairdes doses croissantes en OTA (addufts/10
nucléotides).

Nous retrouvons le méme type d’'adduits a 'ADN queaix identifiés lorsque les cellules
pulmonaires sont exposées a de I'OTA pure, ettifilen par les numéros 1, 2, 3 et 4. Nous
visualisons en outre, I'apparition de nouveaux #ddu a », « b », et « ¢ », non détectés dagade
d’'une exposition des cellules a une solution d’OT&s adduits sont fortement présents sur 'ADN
des cellules exposées a ces extraits de blé. Nétablissons pas de rapport de proportionnalitéatlir
entre le nombre d’adduits & 'ADN quantifié, etnieeau d’exposition des cellules a 'OTA. L'adduit
n°4 qui a été identifié comme étant 'add@C8 est également présent sur 'ADN des cellules
exposées a ces extraits de blé, et ce, quelleaju@ soncentration en OTA présente dans le miieu
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culture. On constate qu'une quantité supérieurddiias a I'’ADN est formée quand les cellules sont
exposeées a l'extrait de blé le plus fortement aoimi@ en OTA. Cependant, une quantité d’adduits
également trés importante est formée sur 'ADN deBules exposées au blé OXBM 01.201,
contaminé a un trés faible taux en OTA. Ceci nesrprmet donc pas d’établir une relation dose/effet
entre la concentration en OTA dans le milieu deuce| et la quantité d’adduits détectée sur 'ADN
des cellules. Aucun adduit & ’'ADN n’est détectésldes cellules exposées au blé «contrble externe»,
non contaminé en OTA.

En résumé, la présence de quantités infimes d’'QirAesblé (0,5ug d’OTA/kg de blé) conduit
a la formation d’adduits a I'ADN des cellules ex@es. Cependant, la quantité d’adduits a I'’ADN
formée suite a I'exposition des cellules a I'ext@XBM 01 .201, est trés supérieure a celle dégecté
guand les cellules sont exposées a des concengatiguivalentes de toxine pure (OTA 0,5uM,
autoradiogramme #8). De plus, de nouveaux addalfitsents de I'ADN des cellules exposées aux
solutions d'OTA, et par conséquent liés a I'expgosides cellules a cet extrait de blé, sont désecté

Une qualité particuliere de cet extrait de blé, netmouvé sur le blé contréle, serait a I'origine
de ces adduits.

2.2.3.3 Potentiel génotoxique des extraits de bl¢aités par le procédé
Oxygreen® sur les cellules pulmonaires

Les adduits a I'’ADN des cellules exposées aux #gtde blé traités par le procédé Oxygreen®
et contaminés a divers taux d’'OTA ont été quarstifiées autoradiogrammes (autoradiogrammes #16,
17 et 18) obtenus ainsi que la quantification dkhids (tableau 15) sont présentés ci-apres.

#16 17 #18

Autoradiogrammes blé Oxygreen® : auto?adiogramntﬁems aprés marquage radioactif des adduits
a I'’ADN des cellules exposées aux extraits dedidaminés en OTA et traités par le procédé Oxyugee
OXBM 01.202#16), OXBM 01.206#17), OXBM 01.204#18).

Nombre d’adduits & 'ADN des cellules WI (addul@/ nucléotides) |
Exposition aux OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM
extraits de blé 01.201 01.202 01.205 01.206 01.203 01.204
autoradiogrammes #11 #16 #14 #17 #15 #18
Adduitn® 1 9,7 15,4 8,7 25,8 12,5 45,1
Adduit n°® 2 2,7 13,4 3,1 55 6,1 10,5
Adduit n° 3 2,9 3,8 3,6 6,0 7.5 9.0
Adduit n° 4 2 0,5 2,8 2,9 3,1 7B
Adduit n®° 5 1 1,2 1,2 0,3 1,7 0,5
Adduit n® a 2,6 2,5 0,4 2,1 2ph -
Adduitn° b 0,8 2,2 0,6 2,5 0,9 29
Adduit n° ¢ 0,4 - 0,3 1,3 2,6 2,1
Adduit n° d - 2,6 - 3,1 - 2
Adduits minoritaires 2,2 1,3 o,lL 213 147 a,5
Total 24,3 429 20,9 51,4 38,6 79,9

tableau 15. : quantification en adduits/fnucléotides et dénomination des adduits & 'ADN dellules WI
26 exposées 24 heures aux différents extraitséldraités ou non par le procédé Oxygreen®.

Les adduits détectés suite a I'exposition des leslla un extrait de blé traité par Oxygreen®
(OXBM 01.202, OXBM 01.206 ; OXBM 01.204), et suite I'exposition aux extraits de blé
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correspondants, non traités par Oxygreen® (OXBM201 ; OXBM 01.205 ; OXBM 01.203) sont
présentés dans le graphe 15 suivant.

Traité
Oxygreen®
80+
701 O Trarzéen®
— ik B Adduits minoritaires
60 Traité .
Oxygreen® B Adduit n° d
50 O Adduit n° ¢
adoits/10 | B Adduit n° b
nucléctides B Adduit n° a
30
B Adduit n° 5
201 @ Adduit n° 4
10 @ Adduit n° 3
ol O Adduit n° 2
controle OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM OXBM O Adduit n° 1
externe 01.201 01.202 01.205 01.206 01.203 01.204
exposition a

Graphe 15.: quantification en adduits/fonucléotides et dénomination des adduits & 'ADN de
cellules bronchiques humaines exposées 24 heuredlifférents extraits de blé, traités ou non par le
procédé Oxygreen®.

D’un point de vue qualitatif, nous retrouvons tdess adduits a '’ADN décrits précédemment
guand les cellules étaient exposées a des exthaitsié contaminés en OTA. Nous constatons la
formation d’'un adduit a 'ADN supplémentaire, I'adtd «d», quand les cellules sont exposées a un
extrait de blé traité par le procédé Oxygreen®.

D’'un point de vue quantitatif, il apparait que keait de blé, traité par le procédé Oxygreen®,
induit la formation d’adduits a 'ADN en quantitéerieure a celle générée par I'exposition a un
extrait de blé non traité. Cette augmentation ddduction, suite & I'ozonation du blé utilisé pour
réaliser I'exposition des cellules, est observée tpi blé soit naturellement ou artificiellement
contaminé en OTA, et que la contamination en OTifatble ou élevée. L’exposition des cellules a
un extrait de blé traité par le procédé Oxygreeb@utit a la formation d’'un taux d’adduits deux fois
supérieur a celui détecté dans le cas d’'une expositun extrait de blé non traité. Par ailleursargd
les cellules sont exposées a un extrait de bléaoané a un méme taux d’OTA (extraits OXBM
01.204 et OXBM 01.205 tous deux contaminés a 4Qdpkjuantité d’adduits formés est supérieure
quand l'extrait de blé a été traité par le proc€dggreen® (OXBM 01.204), et ce d'un facteur 4.
L’adduit n°4, est identifié comme étant un addaihfié par I'adduction directe de la molécule d'OTA
sur 'ADN : son intensité varie en fonction du tygexposition des cellules. L'intensité de cet atidu
est réduite quand les cellules sont exposées tidiede blé OXBM 01.202 par rapport a ce observé
lors d’'une exposition a I'extrait de blé OXBM 01120_a quantité de cet adduit ne varie par contre
pas, que les cellules soient exposées a I'extmibld OXBM 01.205 ou a l'extrait de blé OXBM
01.206, et ce bien que la quantité d’'OTA présentdesblé soit réduite par le procédé Oxygreen®.
Cet adduit s'intensifie quand les cellules sontomées a I'extrait de blé OXBM 01.204 par rapport a
ce observé lors d’une exposition a I'extrait OXBNMI.Z03, et ce, bien que la concentration en OTA
dans le milieu de culture soit comparativement itédu

Des modifications sont générées dans ce blé suigpplication du procédé Oxygreen® sur
celui-ci. Ces modifications sont & l'origine d'urffe¢ génotoxique sur les cellules bronchiques
humaines. Ceci se traduit d'une part, par linthosiion des adduits déja identifiés lors de
I'exposition a un extrait de blé contaminé en OTAdautre part, en I'apparition d’un nouvel addait
I’ADN identifié par la lettre «d». L’'augmentatioreda quantité d’adduits & I’ADN, suite au traiternen
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du blé par le procédé Oxygreen®, est d’autant phportante que la contamination en OTA du blé
utilisé pour réaliser I'exposition des cellules éstvée.

2.2.4 Conclusions et discussion des résultats com@nt le
potentiel toxique des extraits de blé traités ou nmopar le procédé
Oxygreen®

L’étude de ce procédé sur le modéle cellulairehépal humain met en évidence le fait que le
procédé Oxygreen® induit des modifications impadande la matrice blé lesquelles ont pour effet
I'induction d’'une cytotoxicité et d’'une génotoxieisur ce modéle. Quel que soit le type d’extrait de
blé utilisé pour I'exposition des cellules, une téormortalité cellulaire est observée pour les
concentrations les plus élevées. Cependant, ldiatiide I'extrait dans le milieu de culture des
cellules permet d'annuler I'effet cytotoxique obserux concentrations les plus élevées. L'inhihitio
de la prolifération cellulaire suite a I'expositiates cellules a un extrait de blé ozoné est plus
prononcée que celle observée quand les celluldsesposées a un extrait non traité par le procédé
Oxygreen® : des dilutions plus élevées de I'extuilisé pour I'exposition sont requises, quand il
s’agit de blé ozoné, pour obtenir une prolifératietiulaire correcte. Cette augmentation du pogenti
cytotoxique de I'extrait de blé, en relation avedrhaitement Oxygreen®, est observé quel que soit |
niveau de contamination en OTA du blé. Ceci suggaeecette cytotoxicité n'est pas directement liée
a la génération d’un métabolite de 'OTA.

On confirme que des doses méme tres faibles d'CJA, et 2,5uM, peuvent induire la
formation d’adduits a ’ADN. Quel que soit le nivede contamination en OTA de I'extrait testé, on
note la présence de l'adduit OT&-C8 sur 'ADN des cellules. Les résultats obtenes nous
permettent pas de dégager une relation dose/effiet ke niveau d’exposition a I'OTA des cellules et
le nombre total d’adduits & ’ADN formés. Par aillg, I'étude du pouvoir génotoxique de ces extraits
de blé a montré que ceux-ci étaient capables diieda formation d’adduits & 'ADN des cellules
pulmonaires exposées aux différents extraits. Gatposition a pour effet la formation d’adduits a
I'’ADN « spécifiques » de I'exposition appelés «&by», «c». Les adduits 1, 2, 3 et 4, présents sur
I’ADN des cellules exposées a I'extrait de blé sdentiques a ceux observés sur 'ADN des cellules
exposées a une solution pure d’'OTA, mais sont &bsEnl’ADN des cellules exposées a I'extrait de
blé contrble externe.

L’application du procédé Oxygreen® sur le blé candd’intensification des adduits ainsi qu'a
'apparition d’'un nouvel adduit «d », sur 'ADN slecellules pulmonaires exposées aux extraits
traités. L'intensification des adduits & I'ADN desllules exposées au blé traité par le procédé
Oxygreen®, est principalement liée a 'augmentagstématique des adduits 1, 2 et 3, adduits qui
avaient été mis en évidence sur 'ADN des cellidgposées a la solution d’'OTA mais dont la
structure est inconnue. Plus particulierement, désluits «1» et «3» sont augmentés suite a
l'application du traitement Oxygreen® sur le bléntaminé, et ce, en fonction de la dose de
contamination en OTA du blé. L'adduit n°4, idemtiftomme étant I'adduic-C8 OTA, est tantbt
augmenté, tantdt diminué dans les cellules expaadegxtraits de blé traités par Oxygreen® suivant
la quantité d'OTA présente dans I'extrait. L’efteen cloche » observé peut paraitre surprenant mais
celui-ci s’explique par le fait, qu'a forte doseéQTA modifie I'activité de certaines enzymes de
métabolisations, conduisant a la formation de sé&mlnolites réactifs. A faible dose (0,5nM d’OTA),
la diminution de I'exposition a I'OTA par le proc&dxygreen®, permet de réduire la quantité de
métabolites formés, et donc, de réduire la quadtitdduits a I'ADN de typ&-C8 OTA formée. Pour
I'exposition a I'extrait OXBM 01.203 (exposition5uM d’OTA), il est vraisemblable que 'on soit &
une dose d’exposition a I'OTA pour laquelle on akiee une inhibition des enzymes de
métabolisation. La réduction du niveau d’expositioiite a I'application du procédé sur cet extrait d
blé, nous raméne a des doses d’exposition pouruddleg I'effet inhibiteur des enzymes de
métabolisation est moindre. Par conséquent, lesitsda I'’ADN des cellules exposées a cet extrait de
blé OXBM 01.204, traité par Oxygreen®, sont accr@aur la dose dexposition a I'OTA
intermédiaire (2uM), la réduction du niveau d’expios ne conduit pas a une modification de la
quantité d’adduits a I’ADN formée. On se situe aniweau plateau pour lequel la quantité d'OTA n’'a
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pas d’incidence sur la quantité d’adduits formégvalution de l'adduit « 2 » suit également cette
courbe en cloche décrite pour I'adduit « 4 ».

La comparaison de la quantité d’adduits a '’'ADN de#ules, formée suite a I'exposition de
celles-ci aux extraits OXBM 01.205 et OXBM 01.20és contaminés au méme taux d’'OTA, et
respectivement non traités et traités par le pc@xygreen®, montre que la quantité d’addist8
OTA formée est supérieure pour le cas d'une exiposid I'extrait de blé traité par le procédé
Oxygreen®. De méme, les adduits 1, 2, et 3 soneBgat amplifiés. L’amplification de I'adduit
« 4 » peut s’expliquer par la métabolisation deTiQ par oxydation sous 'action de I'ozone. En &ffe
suite a une réaction d'oxydation, 'OTA est métidid en différents composés, dont la forme
quinone, capables de réagir avec I’ADN pour foraes adduits, notamment@C8 (pour une revue,
voir Manderville, 2005 ; Faucet-Marquis, 2005 ; itfbeszkowicz & Castegnaro, 2005).

L’analyse de I'ensemble de ces résultats montreetr@itement Oxygreen® devra étre adapté
de telle maniére a obtenir une décomposition totlel’OTA, sans formation de métabolites
« réactifs ». L'apparition d’adduits spécifiqueéslia I'exposition des cellules au blé («a», «b »
«C»), nous ont conduit a émettre I'hypothése tpee blés entrant dans I'étude avaient des
caractéristiques intrinseques qui pouvaient étferégine de cette apparition de la génotoxicite&® C
caractére intrinséque du blé peut, de plus étreifrl@pate qui expliquerait I'amplification de la
cytotoxicité et de la génotoxicité observées apratement par le procédé Oxygreen®.

Nous avons constaté que le blé utilisé au coursette étude était un blé dont le temps de chute
de Hagberg était tres faible (inférieur a 200 sdesh Le temps de chute de Hagberg mesure
indirectement I'activité desr-amylases du blé, enzymes dégradant I'amidon. ivigé&tde ces
enzymes est fortement accrue dans des blés geumgs wie de germination. Un blé pré-germé, ne
convient pas, pour des raisons technologiques, patdfication et est généralement dirigé vers
I'alimentation animale. L'entrée en germination giain est caractérisée par la consommation des
sucres de réserves par I'embryon et I'activationl’de-amylase, mais également par I'activation
d’autres enzymes, nhotamment les phospholipases.

L’application du procédé Oxygreen® sur un blé dépapré-germination peut expliquer les
effets observés quand les cellules sont exposéeextaits de blé ozonés. Nous avons cherché a
vérifier cette hypothese selon laquelle les effgttoxiques et génotoxiques observés quand les
cellules étaient exposées a un extrait de blé ozenaient du fait que ce blé était en pré-gernamati
Pour cela, nous avons conduit les mémes expérieness des blés non germés, ou avec des blés
ayant des temps de chute de Hagberg bas. Lesatésalitenus sont présentés dans le paragraphe
suivant.

2.3 Innocuité du procédé Oxygreen® appliqué sur bié de
qualité particuliere : le blé germeé

2.3.1 Description des lots de blé germés

2.3.1.1 Qualité du blé et temps de chute de Hagberg

Le blé tendre, comme toute céréale doit réponddesanormes strictes de qualité, a la fois
sanitaires et technologiques. Les standards quBlitdpéen sont définis dans le reglement (CE)
N°824/2000 de la commission du 19 avril 2000, enceonent divers parametres. Ainsi, le taux
d’humidité du blé tendre ne doit pas excéder 14,H%oit avoir un poids spécifique maximal de 73
kg/hl, un taux minimal de protéines de 10,5% sutiéna seche et par ailleurs, le blé ne doit pas
contenir plus de 12% d’éléments qui ne sont pascéesales de qualité irréprochable. Parmi ces
« éléments », on retrouve des grains dégradési¢géahaudés, grains d’origine céréaliére différente
grains attaqués par des prédateurs...), des grainshmtgs ou fusariés et des grains germés. Pour étre
admis en panification, le blé ne doit pas avoitamps de chute de Hagberg inférieur & 220.

La mesure de ce temps de chute de Hagberg a dév&tan:

(i) elle va permettre d’évaluer la valeur d’utiliee des blés
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(ii) elle permet de corriger I'activité-amylasique insuffisante d’'une farine par ajoutdidt ou
d’amylases fongiques en vue de son utilisationanamgerie.

La détermination de ce temps de chute repose suesarre de la viscosité d'un empois formé
par la gélatinisation d’'une suspension de farineleumouture compléte, placée dans un bain d'eau
bouillante. L'évolution de la viscosité, liée adtavité des enzymes, est appréciée par le tempganis
un barreau pour traverser la suspension soustl@dfeon propre poids. Le temps de chute de Hagberg
est exprimé en secondes. La présence d’'une activddylasique importante se traduit par une
liquéfaction de I'empois et un temps de chute cdoxtersement, un blé a faible activité enzymatique
a un temps de chute élevé.

2.3.1.2. Temps de Hagberg des lots de blé germés

Le lot de blé utilisé dans cette étude provienhd'minoterie Bretonne. Ce lot de blé identifié
« témoin Meunier » est un blé tendre, de bonnet§uabulangere. Son temps de chute de Hagberg est
de 422 secondes, ce qui indique une tres faibleitéct-amylasique. Les mycotoxines OTA et CIT
ont été recherchées sur ce lot de blé sans qu’aummtamination n’ait été identifiée.

Trois fractions de ce blé «témoin Meunier » oré ptacées en milieu humide des durées
variables, a I'obscurité, afin d’amorcer les pratssde germination. Au terme de I'humidification,
chaque fraction est récupérée et le temps de adwitdagberg est mesuré. Les lots ont été codés
OXBT04 GOx pourOxygreen®BIlé Tendre année 2@ Germination, suivi des numéros 2,3 et 4 en
fonction du temps passé en milieu humide. Une mramiraction, OXBT04 G02, placée en milieu
humide pendant 72 heures a un temps de chute deekpde 143. La seconde, OXBT04 GO03, placée
82 heures en milieu humide a un temps de chute atgbétg de 132. Enfin, la derniere fraction,
OXBT04 GO04, placée 96 heures a I'humidité a un tedgchute de 62 secondes. Les trois lots de blé
OXBT04 G02, OXBT04 G03 et OXBT04 GO04 ont des terdpschute de Hagberg qui rendent leur
utilisation en boulangerie délicate, voire impoksitBien que le temps de séjour des fractions
OXBT04 G02 et GO3 differe de 10 heures, le tempshidte de ces blés est identique.

Ces différents lots de blé ont été divisés en gruts ; 'une a été conservée sans traitement et
la seconde a été ozonée par le procédé Oxygreee®parameétres de I'ozonation sont identiques a
ceux décrits dans la premiére partie des résultats,paragraphe 1.3.2., et utilisés pour la
décontamination en OTA du blé. L’identification ddifférents lots de blé, ainsi que leur indice de
chute, sont rappelés dans le tableau 16 ci-dessous.

Lot de blé Temps de chute de Hagberg
Témoin Meunier 422 secondes
OXBT04 G02 143 secondes
OXBT04 GO03 132 secondes
OXBT04 G04 62 secondes

tableau 16. : Identification des différents lots de blé et rapde leur temps de chute de Hagberg.

Des extraits ont été réalisés, a partir de ceérdifits lots de blé, selon le protocole d’extraction
de I'OTA, protocole suivi précédemment pour réallss extraits de blé utilisés pour I'expositiorsde
cellules. Les cellules épithéliales bronchiques &ines ont été exposées aux différents extraits de
blé ; la cytotoxicité, la génotoxicité ainsi quéripact sur les mécanismes de l'inflammation ont été
étudiés. Les résultats sont présentés ci-apres.

2.3.2 Etude du potentiel cytotoxique des différentts de blé
germeés ou non, et traités ou non par le procédé Ogreen®

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer lentiel cytotoxique de ces extraits de blé.
Nous avons utilisé la méthode au MTT, basée sutiVitgé métabolique des cellules et présentée au
paragraphe 2.1.2.1 ; celle-ci nous permet d’estiireictement le nombre de cellules vivantes. Nous
avons également utilisé la méthode basée sur larmete la lactate déshydrogénase (LDH) qui
permet de quantifier le nombre de cellules mortes. lactate déshydrogénase est une enzyme
cytosolique stable, qui sera libérée dans le midgtracellulaire, suite a la perméabilisation de la
membrane cellulaire précédant la lyse cellulairmsii la quantification de la LDH est directement
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proportionnelle a la quantité de cellules morteas @eux types de tests permettent d’appréhender
I'impact cytotoxique d’'une molécule, selon deux rmbes différentes et complémentaires, 'une se
basant sur I'activité métabolique des cellules niea et I'autre, sur la perméabilité membranaie de
cellules mortes. L'utilisation de ces deux typedeaids de cytotoxicité permettent de distinguerxdeu
processus différents de la mort cellulaire : laroge et I'apoptose.

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, se dérda fagcon contrélée et ordonnée, avec une
phase d'initiation, de régulation puis de destarctiAu cours du processus apoptotique, on observe
une diminution du volume cellulaire cytoplasmiqueg condensation ainsi qu'une fragmentation de
la chromatine. L'intégrité des organelles interrest maintenue ainsi que celle des membranes
externes. On a formation de corps apoptotiques, l#adération du contenu cytosolique dans le milieu
extracellulaire. A I'inverse, la mort nécrotiquetdrvient suite a un stimulus accidentel ; elléraduit
par une augmentation du volume cytoplasmique déslax la perte de l'intégrité membranaire
conduisant a la libération du contenu cytoplasmigla@s le milieu extracellulaire. La nécrose
s’accompagné vivode réactions inflammatoires.

Le test au MTT, révélant un ralentissement de iVéét métabolique des cellules, rend compte
des événements apoptotiques et nécrotiques inemv/eians la cellule. La mesure de la concentration
en LDH dans le milieu extracellulaire ne pourra pasis renseigner de fagon satisfaisante sur une
mortalité cellulaire par apoptose. Il faudra erekfittendre des stades ultimes de l'apoptose pour
gu’une nécrose secondaire ait lieu sur les corpptafiques, et que ceux-ci libérent leur contermsda
le milieu extracellulaire. Le test a la LDH pernaet mesurer essentiellement la mort nécrotique, au
cours de laquelle le contenu cytoplasmique estdilfans le milieu de culture. Une différence de
résultats obtenus par ces deux tests de cytotdxsitliée a I'existence d’une mort apoptotiqueurPo
les cas ou seule la mort nécrotique intervientdees types de tests donnent les mémes résultats.

2.3.2.1. Evaluation de linhibition de la proliféraion cellulaire (test au
MTT)

Cing mille cellules sont disposées dans les pudslal plaque de prolifération cellulaire.
L’exposition des cellules débute par addition dalXfe I'extrait a tester dans le puits de culturees
poursuit pendant 24 heures. Les concentrationseaitede blé testées dans le puits de culture sont
comprises entre 0,25 g/ml et 25g/ml de milieu deuce

2.3.2.1.1. Exposition des cellules au blé témoinuir ozoné ou non ozoné

Les cellules ont été exposées a I'extrait de blémoin Meunier », ayant un temps de
Hagberg élevé, ainsi qu'a I'extrait obtenu a patérce méme blé traité par le procédé Oxygreen®.
Les résultats obtenus sont présentés sur le gidphe
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Graphe 16.: évaluation par le test au MTT de la viabilité dedlules épithéliales bronchiques
humaines suite a I'exposition de celles-ci a l'eiktrde blé témoin traité ou non par le procédé
Oxygreen®, pendant 24 heures.
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L’exposition des cellules a des concentrationséde\en ces extraits de blé (25, 5 et 2,5 g/ml de
milieu de culture) a pour effet une diminution pette la prolifération cellulaire. L'inhibition de |
prolifération cellulaire n’est plus observée quésicellules sont exposées a des concentratiobgen
inférieures a 1,25 g/ml de milieu de culture. Pélews, le profil d’'inhibition de la prolifération
cellulaire est identique que les cellules soiergosges a un blé traité par le procédé Oxygreen®
(tétmoin Meunier Oxygreen®) ou a un blé non tralénfoin Meunier).

Ainsi, I'application du procédé Oxygreen® sur c& lde bonne qualité meuniére, non pré
germé, n'a pas d’incidence sur le potentiel cytmfo® de celui-ci.

2.3.2.1.2. Exposition des cellules a des extragshte germés et incidence sur la prolifération
cellulaire

La prolifération cellulaire des cellules pulmonaiexposées aux extraits de blé pré-germé, non
traités par le procédé Oxygreen®, a été évalu@xpdsition a été conduite sur 24 heures avec des
concentrations en blé comprises entre 25 et 0,88 glé/ml de milieu de culture. Les résultats sont
présentés ci-apres sur le graphe 17.
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Graphe 17.: évaluation par le test au MTT de la viabilité deslules aprés exposition pendant
24h a diverses concentrations en extraits de biétraités par le procédé Oxygreen®

La prolifération cellulaire est tres fortement iné¢, d’'un facteur supérieur a 50%, pour des
concentrations en blé supérieures a 2,5 g/ml, eueele blé testé soit ou non germé. Il semble
cependant que le potentiel cytotoxique des bléategimorcé la germination soit plus faible que celui
du blé témoin Meunier : en effet, pour une exposith 2,5g/ml de blé, on observe prés de 50% de
survie en ce qui concerne les cellules exposéeseatmits de blé germés contre 26% de vie
seulement, en ce qui concerne les cellules expa@sEestrait de blé témoin Meunier. Cet effet n'est
plus aussi net au cours de I'exposition des cellalées extraits de blé dilués. L'effet observéuast
résultante de deux effets contradictoires : (ietfet proliférateur lié a la pré-germination du, (i
un effet inhibiteur lié a I'exposition des cellulagx extraits de blé.

2.3.2.1.3 Exposition des cellules a des extraitbbiepré germés, traités par Oxygreen®, et
incidence sur la prolifération cellulaire

Les cellules ont été exposées a ces mémes exdmitdé pré-germés traités par le procédé
Oxygreen®, dans les mémes conditions de concemirai de durée d’exposition. Les résultats
obtenus sont présentés ci-apres sur le graphe 18.
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Graphe 18.: évaluation par le test au MTT de la viabilité desdlules pulmonaires exposées 24
heures aux extraits de blé germés ou non gerntésitts par le procédé Oxygreen®.

Nous avons vu gu’'un blé non germé et traité paprtcédé Oxygreen® (témoin Meunier
Oxygreen®) n’avait pas d'impact cytotoxique surdeiules pulmonaires supérieur & celui du blé non
germé, non traité par Oxygreen®, (témoin Meunier);ce, quelle que soit la concentration en extrait
de blé testée.

Par contre, quand les cellules sont exposées &ugelmé traité par le procédé Oxygreen® on
observe une inhibition de la prolifération cellodaipar rapport & ce qui est observé pour une
exposition a un blé non germé et également traitéxygreen® (témoin Meunier Oxygreen®). En ce
qui concerne I'exposition aux plus fortes concdiirs en extrait de blé, 25 et 5g/ml, on n’observe
pas de différence sur la prolifération cellulaingedes cellules soient exposées a un blé traité par
Oxygreen® en cours de germination ou non germé.disences dans la prolifération cellulaire, en
fonction de I'extrait utilisé pour I'exposition, Bbobservées quand I'exposition est réalisée aesc d
extraits de blé moins concentrés (2,5 et 1,25g/dns ces conditions d’exposition, on observe une
diminution de la prolifération des cellules expasaax extraits de blés OXBT04 G02 (25% et 63% de
survie respectivement pour les concentrations 8eep,1,25g/ml), OXBT04 G03 (6% et 35% de
survie) et OXBT04 G04 (5% et 30% de survie) trajiés Oxygreen®, par rapport a la prolifération
observée lors de I'exposition a I'extrait de bléhrgermé et également traité par Oxygreen® soit le
témoin Meunier Oxygreen® (36% et 76% de survie eespement pour les concentrations de 2,5 et
1,25g/ml). L’inhibition de la prolifération des tdkes exposées a ces extraits de blé en cours de
germination et traités par Oxygreen® est d’autdm$ pmportante que le temps de chute de Hagberg
de I'extrait testé est bas, et donc que ce bléregigé dans le processus de germination.

Les deux lots de blé OXBT04 G02 et GO3 ont un tedwghute de Hagberg identique, bien
gue ceux-ci aient séjourné des durées différemteniieu humide. Nous observons que les potentiels
cytotoxiques de ces deux lots de blés, traitédgpprocédé Oxygreen®, sont différents, celui du lot
GO03 étant supérieur a celui du lot GO2. Ainsi, lasore du temps de chute de Hagberg ne nous
renseigne que « partiellement » sur 'état de gmamtion du blé en se basant sur lactiviié
amylasique de celui-ci. Bien que les deux lots lée@XBT04 G02 et GO3 aient un méme temps de
chute de Hagberg, il semble que ceux-ci aientrdtt#és stades de germination différents, ce qui se
traduit ici par un potentiel cytotoxique de I'edtraapres traitement par le procédé Oxygreen®,
différent.

2.3.2.2. Evaluation de la mortalit¢ cellulaire, tds a la lactate
deshydrogénase (LDH)

La mortalité cellulaire a également été étudiéeesunodele cellulaire pulmonaire en mesurant
la quantité de lactate déshydrogénase libéréegsacdllules dans le milieu extracellulaire suite a
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I'exposition de celles-ci aux différents extraits blé. La quantité de lactate déshydrogénase ieésen
dans le milieu extracellulaire est directement prtpnnelle a la quantité de cellules lysées. En
conditions normales de prolifération cellulaireguaible concentration en lactate déshydrogéndse es
détectée dans le milieu extracellulaire. Celletgjraente tres nettement suite a la lyse des mengrane
cellulaires, caractéristique du processus nécretiqu

Chaque puits de la plague de prolifération celtalast ensemencé avec 5000 cellules. La
quantité de LDH, naturellement libérée par lesubedl, est quantifiee dans un puits contenant des
cellules non exposées ; cette concentration en lddHprise comme référent de 0% de mortalité
cellulaire (100% de vie). La quantité de LDH lib&rguand la totalité des cellules sont lysées, est
déterminée dans les puits de la plague de prdiidéraellulaire suite a la lyse artificielle de tes les
cellules ; ceci nous permet de connaitre la conggéom en LDH correspondant a 100% de mortalité.
Par la suite, la connaissance du niveau basal d¢ déns le milieu extracellulaire, ainsi que celui
correspondant a 100% de lyse cellulaire, nous péande déterminer le pourcentage de cellules
lysées, et donc par déduction le pourcentage daleslvivantes, dans les puits de la plague de
prolifération en fonction de la concentration enH.Bans le milieu extracellulaire.

En paralléle, une courbe étalon a été réaliséedditablir I'existence d'une relation linéaire
entre la quantité de cellules lysées, et la conagob en LDH dans le milieu extracellulaire. Cette
courbe étalon nous permet de déterminer la quattgitéellules a disposer dans le puits de culture au
début de I'exposition afin de pouvoir obtenir ureabe lecture des résultats. En effet, la conceotrat
en LDH dans le cytosol sera variable en fonctiontge cellulaire. Afin d’avoir des résultats
« lisibles », il est nécessaire que la concentratio LDH ne soit ni trop élevée, ni trop faible. La
courbe étalon obtenue pour les cellules pulmona@ss présentée dans le chapitre Matériel et
Méthode. Nous avons choisi d’'ensemencer les paits glaque de prolifération cellulaire avec 5000
cellules. Ces conditions permettent une bonne featas résultats et sont, de plus, similaires la<el
utilisées pour la réalisation du test au MTT.

2.3.2.2.1. Exposition des cellules au blé témoimrgermé ozoné ou non ozoné

Les résultats sont exprimés en pourcentage deleliivantes, ceci afin qu’ils soient plus
aisément comparés aux résultats obtenus avec teatedMTT. Les résultats obtenus suite a
I'exposition des cellules aux extraits de blé nennges et traités ou non par le procédé Oxygreen®
sont présentés ci-apres (graphe 19).
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Graphe 19.: évaluation par le test a la LDH de la viabilitéesl cellules pulmonaires humaines
apres exposition 24 heures a diverses concentratnextraits de blé témoin « Meunier », traiténon
par le procédé Oxygreen®.

Il apparait que, méme en ce qui concerne les ctnatiems en blé les plus élevées, I'analyse de

la concentration en LDH dans le milieu extracelhelane nous permet pas de mettre en évidence une
mortalité cellulaire importante, que I'expositionitsréalisée avec I'extrait de blé témoin Meunier
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traité ou non par le procédé Oxygreen®. Ces rdsultmiquent gu’il n'y a pas ou peu de mort
nécrotique induite par I'exposition des cellulesea extraits de blé.

2.3.2.2.2. Exposition des cellules a des extragsdtk germeés, et incidence sur la prolifération

cellulaire

La viabilité des cellules exposées aux extraitsbtée germés, non traités par le procédé
Oxygreen®, a également été déterminée par l'utiivade ce test. Les résultats concernant
I'exposition des cellules a diverses concentratiemsextraits de blés, non traités par Oxygreen®, et
germés ou non, sont présentés sur le graphe 20.
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Graphe 20.: évaluation par le test a la LDH de la viabilitéesl cellules WI26 exposées a
différentes concentrations en extraits de blé germénon germés.

A la plus forte concentration en extrait de blééesles extraits de blé Meunier et OXBT04 G02
induisent une réduction de la viabilité cellulaiespectivement de 40 et 60 % en moyenne. Cet effet
inhibiteur sur la prolifération n'est plus obseld&s que I'extrait de blé est dilué. En ce qui comee
'exposition aux extraits de blé OXBT04 GO03 et GO4hhibition de la prolifération cellulaire
maximale observée est de 20%, pour I'expositioa aoincentration en extrait de blé la plus élevée.
Ainsi, ce test révéle une inhibition de la prolion cellulaire trés modérée suite a I'exposititas
cellules a ces extraits de blé germés ou non gernaésiduction de la viabilité cellulaire, observée
suite a I'exposition des cellules aux extraits ¢k Meunier et OXBT04 GO02 a la concentration de
25g/ml, est due a une mort nécrotique qui intexdtiait de facon non reproductible.

2.3.2.2.3 Exposition des cellules a des extraitbbegermés, traités par Oxygreen®, et
incidence sur la prolifération cellulaire

Les résultats obtenus apres exposition des cebubeextraits de blé pré-germeés et traités par le
procédé Oxygreen® sont présentés ci-aprés suafhgr2l.
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Graphe 21.: évaluation par le test a la LDH de la viabilitésl cellules pulmonaires exposées 24h
a différentes concentrations en extraits de bléédsapar le procédé Oxygreen® et germés ou non.

Le maximum de mortalité cellulaire observé avetlidation de ce test est de 20% en moyenne.
Une mortalité plus importante est visualisée quascellules sont exposées a la concentration de 5g
de blé par ml par rapport a I'exposition a la coniion de 25 g/ml. Quoiqu’il en soit, la
quantification de la concentration extracellulareLDH ne nous permet pas de mettre en évidence de
facon nette une mortalité cellulaire, que les ¢efiipulmonaires soient exposées a un blé germé ou
non, et que ce blé soit ou non, traité par le péd@xygreen®.

En résumé, cette étude du potentiel cytotoxiquelgsatests au MTT et a la LDH, des différents
extraits de blé sur le modéle cellulaire bronchiqumain nous permet de montrer que I'application du
procédé Oxygreen® sur un blé propre et de bonnié&uaeuniére, tel que le blé témoin Meunier, ne
conduit pas a une cytotoxicité. Le traitement paprocédé Oxygreen® d’un blé en pré-germination a,
par contre, une incidence sur le potentiel cytapogisur le modele cellulaire pulmonaire. Plus & bl
est engagé dans le processus de germination, glpsténtiel cytotoxique de celui-ci, mesuré par le
test au MTT, sur le modele cellulaire pulmonaiméa traitement Oxygreen®, est élevé. L’analyse de
la concentration extracellulaire en LDH ne perma$ par contre de mettre en évidence une mort
cellulaire. Ceci indique donc que l'intégrité mesufaire des cellules exposées a ces extraits dsstblé
maintenue, et que le processus de mort cellulfiservé avec le test au MTT résulte d’'un mécanisme
de type apoptotiqgue. Au cours de la germination,aoactivation des lipooxygénases, phénomene
également induit par I'ozone et donc qui peut exmr la survenue de la mort apoptotique dans les
cellules pulmonaires.

2.3.3 Etude du potentiel génotoxique des extraitedlé germés
ou non, et traités ou non par Oxygreen®
Les cellules pulmonaires ont été exposees perddaheures a une concentration en extrait de
blé équivalente & 1,25 g de blé par millilitre déien de culture. Au terme de I'exposition, leslakds

sont récupérées et leur ADN est extrait et purlfigs adduits a I'ADN (4pug d’ADN marqués) sont
ensuite marqués radioactivement comme décrit gacisdpitre Matériel et Méthode.

2.3.3.1 Potentiel génotoxique de I'extrait de bléam germé, traité ou non
par le procédé Oxygreen®

Les adduits formés a I’ADN des cellules exposéesextraits de blé témoin Meunier et témoin
Meunier Oxygreen® ont été recherchés. Par ailleumsfémoin cellulaire non exposé est réalise.
Chaque marquage est réalisé en double. Les autgradimes obtenus sont présentés ci-apres.
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§ (E

#19 #20 #21
Autoradiogrammes 19, 20, 21 : autoradiogrammesgilrs suite au marquage de '’ADN des cellules
pulmonaires non exposeées (#19), et exposées aaikere blé témoin Meunier (#20) et Témoin Meunier
Oxygreen® (#21)

Les adduits que I'on peut observer sur ces filmsespondent au bruit de fond, c'est-a-dire a
I'éventuel marquage des nucléotides normaux réksidiesl’ADN, ou au marquage de nucléotides de
'ARN : ces adduits sont marqués sur le témoinutaile n'ayant recu aucune exposition. Ces adduits
sont en quantités infimes et ne peuvent pas étectdé au bioimager. Ills peuvent par contre étre
visualisés sur les films radiographiques obtequésaexposition des plaques de migration pendant 72
heures, au congélateur a -80°C, avec un écran famaf@ur. Ces adduits sont présents a un taux
inférieur & 1 adduit par 1bnucléotides.

Ainsi, aucun adduit n'est détecté sur 'ADN dedudek exposées aux extraits de blé Meunier et
Meunier Oxygreen® : un extrait de blé obtenu aipediin blé non germeé, de bonne qualité meuniére
n’induit pas, dans ces conditions d’exposition,fdamation d’adduits & 'ADN. L’application du
procédé Oxygreen® sur ce méme blé ne donne pasiliauformation de composés génotoxiques
identifiés dans les conditions d’analyses utilisées

2.3.3.2 Potentiel génotoxique des extraits de blérgnés

Les autoradiogrammes obtenus apres le marquad@i des cellules pulmonaires exposées
aux différents extraits de blé pré-germés et na@ités par Oxygreen® sont présentés ci-apres
(Autoradiogrammes 22, 23, 24, 25

#22 #23 #24

#25
X
- : e
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|

g
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Autoradiogrammes 22, 23, 24, 25 : adduits obsesuédes films radiographiques obtenus suite au
marquage des adduits a '’ADN des cellules pulmasa@xposées 24 heures aux extraits de blé témainibte
(#22), OXBT04 G02 (#23), OXBT04 GO03 (#24) et OXB304 (#25).

Des adduits en quantité importante sont détectdsA 8N des cellules exposées aux extraits de
blé OXBT04 GO03 et G04, blés en pré-germinationc&mui concerne I'’ADN des cellules exposées a
I'extrait témoin Meunier (#22), aucun adduit en wmfité significative, n'est détecté. Des adduits en
guantité tres faible sont détectés a '’ADN desutedl exposées a I'extrait de blé OXBT04 G02 (#23).

D’un point de vue qualitatif, les adduits a I'ADNegl cellules exposées aux extraits de blé
OXBT04 GO03 et G04 migrent de facon similaire a cqukont été détectés sur 'ADN des cellules
exposées a l'extrait de blé OXBM 01.201 (Chapitr@&agraphe 2.2.3.2). Ainsi, on trouve un amas
d’adduits (« X ») ayant des propriétés chromatdgees semblables a celles des adduits 1, 2, 3.
L'adduit n°4, qui avait été identifié comme étardadduit OTA C-C8 est absent de ces
autoradiogrammes. On distingue un nouvel adduisguresur les autoradiogrammes obtenus aprés
exposition des cellules aux extraits OXBT04 GO&e4, identifié par la lettre « g ». Par ailleursjg
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adduits identifiés par les lettres « e », « f »cbt», sont détectés sur I'ADN des cellules expssé
I'extrait de blé OXBT04 G04. La quantification dastres adduits est présentée dans le tableau 17.

Principaux adduits a I'’ADN adduits totaux
essali . . . . . pour 16

Adduit « X » adduit e adduit f adduit g adduit h nucléotides
Temoain <ldq <ldd <ldd <ldd <ldd _
Meunier
OéBOT204 0,69 +/- 0,2 <ldd <ldd <ldd <ldd 0,77 +/-0,31
OC | 257+ 145 <ldq <ldq 0,9 +/- 0,16 <ldd 3,74 /85
O)é;BOTA,M 11,11+/-0,23| 0,27+/-0,04 0,43 +/-0,01 <ldg 0,41t02 | 12,88 +/- 0,15

tableau 17. : quantification des adduits a '’ADN des celluladrponaires exposées 24 heures aux différents
extraits de blé. Le nombre d’adduits est exprim@cduits par 1&nucléotides. < Ldd : inférieur
a la limite de détection ;< Idq : inférieur a lantite de quantification

Il apparait que le nombre d’adduits a I’ADN dedudek est d’autant plus important que celles-
ci sont exposées a un extrait de blé avancé dgmeéessus de germination. Les adduits « X » ainsi
que «e», «f» et «h», sont présents en plasdgr quantité sur I'ADN des cellules exposées a
'extrait de blé OXBT04 GO04. L’adduit « g » estnmivé de facon quantifiable dans I'’ADN des
cellules exposées a I'extrait de blé OXBT04 GO03.

Il'y a donc production au cours de la germinatienkdé de molécules réactives qui sont
capables d’'induire directement ou indirectemenfpiteation d’adduits a I’ADN.

2.3.3.3 Potentiel génotoxique des extraits de bléernés traités par le
procédé Oxygreen®

Les adduits détectés a 'ADN des cellules bronosghumaines exposées aux extraits de blé
pré-germés ou non, et traités par le procédé Ory@esont présentés sur les autoradiogrammes ci-
apres (Autoradiogrammes 26, 27, 28, 29).

’ a .

s

| ‘

#26 #27 #28 #29
Autoradiogrammes 26, 27, 28, 29 : autoradiogramot#gnus suite au marquage de I'ADN des
cellules pulmonaires exposées24 heures aux exttaitdé témoin Meunier traité par Oxygreen® (#26),
OXBTO04 GO02 traité par Oxygreen® (#27), OXBT04 Gagd par Oxygreen® (#28) et OXBT04 G04 traité par
Oxygreen® (#29).

Des adduits a 'ADN sont détectés sur 'ADN dedutes exposées a tous les extraits de blé
pré-germés et traités par le procédé Oxygreen®n Paint de vue qualitatif, on retrouve les adduits
X, e, f, g, et h précédemment identifiés sur 'AlBs cellules exposées aux extraits de blé OXBT04
GO03 et G04. La quantification des adduits a I’AD8tl présentée dans le tableau 18 ci-aprés.
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Principaux adduits a I’ADN adduits tcgaux
essai . . . . . pour 1
adduits X adduit e adduit f adduit g adduit h nucléotides
Témoin
Meunier <Ldq <ldd <ldd <ldd <ldd <ldq
Oxygreen®
OXBT04
G02 6,82+/- 0,65 0,15+/-0,12 0,2+/-0,04 <Ldd <Ldd 770,72
Oxygreen®
OXBT04
GO03 6,93+/- 4,25 <Ldd 0,10+/-0,14 <ldd <ldd 7,12 +/54,
Oxygreen®
OXBT04
Go04 15,75+/- 3,66 | 0,4+/- 0,05 0,66+/-0,1 0,38+/-0,28 2+3;0,04 18,3 +/- 5,41
Oxygreen®

tableau 18. : quantification des adduits a 'ADN des cellufgdmonaires exposées 24 heures aux extraits de
blé germés ou non, et traités par le procédé Oxgigee Idd : limite de détection ; Idq : limite de
guantification.

La quantité d’adduits & 'ADN détectée dans lesutet est d’autant plus importante que le blé
traité par Oxygreen® est avancé dans le processugermination. On détecte ainsi 18,3 +/- 5,41
adduits/ 16 nucléotides dans les cellules exposées a I'exttaitblé OXBT04 GO4 traité par
Oxygreen® alors qu'on ne détecte pas d'adduitsagerf quantifiable dans les cellules exposées a
I'extrait Meunier traité par Oxygreen®. Par aillsunous avons vu que I'exposition des cellules a un
extrait de blé en pré-germination conduit a la fation d’adduits & 'ADN ; la quantité d’adduits est
encore amplifiée quand ce blé germé a été traitdepprocédé Oxygreen®, comme visualisé sur le
graphe 22.

adduits /19 O non traité par Oxygreen®

nucléotides
10 +

 traité par Oxygreen®

6]

T T —

Ténoin OXBTO4 @2 OXBT4@3 OXBT4QM4
Meunier

Graphe 22.comparaison de la quantité d’adduits & I'ADN dedludes bronchiques humaines
exposées 24 heures aux extraits de blé pré-gerntgstés ou non par le procédé Oxygreen®.

La quantité d’adduits & I’ADN générée par la préageation du blé, est augmentée dans les
cellules exposées aux extraits de blé pré-gernaéigdrpar le procédé Oxygreen®. Cet effet est plus
prononcé quand le procédé Oxygreen® est appliquérshlé faiblement pré-germé (OXBT O4 G02),
car I'ozonation a accéléré la germination du BEménant a un niveau de germination équivalent a
celui des blés OXBT 04 GO3 ou G04.
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2.3.5. Conclusions

Cette étude, menée avec divers lots de blé plusnoins avancés dans le processus de
germination, nous a permis de confirmer notre Hypee selon laquelle les effets (cytotoxicité,
paragraphe 2.2.2 et génotoxicité paragraphe 2.@3ervésn vitro suite a I'exposition des cellules
pulmonaires a des extraits de blé traités pardegué Oxygreen® pouvaient avoir pour origine la
pré-germination du blé.

Il est & noter que I'application du traitement Ovegn® sur un blé de bonne qualité meuniére
ne génere ni composés cytotoxiques, ni composar@égues sur le modéle cellulaire pulmonaire.

Le germe des céréales est connu pour avoir unervaldritive supérieure a celle des autres
parties de la graine, parce qu’il contient plus vilamines (Price, 1988 ; Yangt al 2001) et
d’éléments organiques et minéraux (Lintschingteal, 1997). Le contenu en nutriments du blé évolue
en fonction du stade de germination. Le blé atrplus forte teneur en vitamines E, G-earotene
apres 7 jours de germination (Yaagal, 2001). Outre ces aspects qui se révéelent bémfigiun
point de vue valeur nutritive, I'entrée en phasegdamination du grain se traduit par I'induction de
plusieurs activités physiologiques et biochimiques, lui conferent des caractéristiques particaker
On a notamment une induction des enzymes protgaBsi qui libérent des acides aminés, nécessaires
au développement de I'embryon, a partir des pregdte réserves présentes dans la couche a aleurone.
On a activation des « papaine-like » sérine pretéasite a la germination du grain ; cette enzyme
synthétisée au niveau de la couche a aleurones auithydratation de la graine, est sécrétée vers
'endosperme pour y dégrader les protéines (Migntal, 2001). Cette activation des protéases est
vraisemblablement initi€e dans nos divers lots ldeeln pré-germination. Nous avons constaté que
I'activité de l'n-amylase est bien induite dans les différentsdetblé pré-germés. D’autres enzymes,
en particulier les lipoxygénases et les lipasesnt sactivees au cours du processus de
germination (Kubickat al, 2000) ; la lipoxygénase joue un réle importantaurs de la germination
en permettant I'oxydation spécifique des lipidestbekage et en initialisant leur mobilisation coenm
source d’énergie et de carbone (Feussetesl, 1997). L'induction de la lipase dans le blé eé-pr
germination conduit a accroitre la teneur de ceebl@cides gras mono-insaturés (acide oléique) ou
poly-insaturés (acides linoléique, linolénique tcaidonique), libérés suite a l'activité lipasigsuer
les triglycérides. Il a été montré que l'activité k& lipoxygénase et celle de la lipase étaiens pl
fortement induites 4 jours apres l'initiation degarmination (Kubickat al, 2000). Le lot OXBT 04
GO04, lot le plus avancé dans le processus de getiminest caractérisé par une teneur en LTB
supérieure de 40% a celle des autres lots de k#éi feut étre expliqué par les phénoménes
d'activations enzymatiques, notamment des lipasdp@xygénases qui contribuent a la libération
d’acide arachidonique et & son oxydation en leie@ws.

Nous avons constaté que les extraits de blé préégeinduisaient la formation d’adduits a
I’ADN sur les cellules pulmonaires humaines. Cemiitpétre mis en parallele avec I'accumulation au
cours du processus de germination de moléculegyl#tes, les acides hydroxamiques. Les acides
hydroxamiques cycliques 2,4-dihydroxy-2H-1,4-berazr-(4H)-ones ou DIMBOA et son dérivé
déméthylé DIBOA sont retrouvés dans les gramina@¥eparticulier dans le blé, et ont été impliqués
dans les mécanismes de défense développés panta plour résister aux agressions des pathogénes
et des insectes (Niemeyer, 1988 ; Siakeal, 2003 ; Wilkeset al, 1999). Leur structure est présentée

ci-apres (Figure 20).
R, A 0., D-gk R Oo_ _OH
LLL, — T
NTT0 N"Fo
OH

OH
R=0Me DIMBOA: 1 (R=0Me)
R=H DIBDA: 2 (R=H)
Figure 20. : Structure de la forme glucoside inactive (gaucttede la forme aglucone active

(droite) du DIMBOA et du DIBOA.

122



Résultats
Chapitre 2 : Evaluation du procédé Oxygreen® : Etuld la toxicité sur modele cellulaire in vitro

Le DIMBOA est le principal acide hydroxamique reivé au niveau du blé. Ce composé existe
sous forme deB-glucoside stable, et biologiquement inactif, dessplantes vivantes. Il est converti
en aglucones actif par lgsglucosidases au moment de I'entrée en germinatianconcentration
maximale est atteinte aprés 78 h de germinatios paiconcentration décroit, jusqu’a disparaitre
guand la plante débute la phase autotrophique @dakaet al, 1995 ; Copajeet al, 1999). Des
quantités d’acides hydroxamiques variables sontraates dans les blés pré-germés. Ces composés
sont connus pour leurs propriétés pharmacologigetegdoxigues comme leurs activités anti-
microbiennes, anti-fongiques et mutagénes. Le pietemutagéne du DIMBOA est observé quand
celui-ci est mis en présence d’enzymes de métatviolis Par ailleurs, le dérivé désoxy- du DIMBOA,
le HMBOA, peut étre métabolisé par des enzymesétydation présentes dans la fraction S9 en
AMBOA (Hashimoto & Shudo, 1996).

La structure de 'HMBOA est présentée ci aprésyfag2l).

o0

OH
Benzoxazinoid R, R,
DIMBOA (1) CH.O OH
HMBOA (7) CH,0 H
Figure 21. : structure du DIMBOA et de son dérivé désoxy |eB@WA.

Le potentiel oxydant de l'ozone, appliquée sur lé, peut éventuellement conduire a la
formation d’'HMBOA & partir du DIMBOA présent dang blé germé par perte d’'un atome
d’'Oxygeéne. Lors de I'exposition des cellules aexdtait de blé, THMBOA pourra étre métabolisé par
les cellules, en son dérivé acétylé réactif AMBQAAMBOA a la capacité de réagir avec I'ADN
pour former un adduit au niveau @8 de la guanine, centre nucléophile de 'ADN (Hasbto et al,
1991 ; Ishizakiet al, 1982). La structure de 'AMBOA et la formationudi adduit & 'ADN sont
présentés ci-apres (Figure 22).
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AMBOA: §
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Figure 22. : Structure de 'AMBOA, métabolite acétylé de I'HBIB, et formation d’'un adduit a
I’ADN par liaison de 'AMBOA sur le C8 de la guarib’aprés Hashimoto et al, 1991 ; Ishizaki et £182.
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De plus, le DIMBOA a la capacité d'inhiber les emms de détoxification comme les
glutathion transférases et estérases (Mukanganydnad 2003). Ceci peut aussi contribuer a la
toxicité des extraits de blé germés, dans lequelMBOA est produit.

La présence de ces acides hydroxamiques danséeprlgermés peut expliquer les adduits a
I’ADN des cellules formés suite a I'exposition ddles-ci aux extraits de blé germés. Quand le &ié e
en pré-germination, celui-ci a des propriétés nisggues modifiées, qui sont amplifiées par
I'application du procédé Oxygreen®. Les acides bydmiques, présents sous forme inactives dans
des vacuoles, peuvent étre libérés a la suite atdidh de I'ozone sur le blé. De plus, I'action de
I'ozone sur les acides hydroxamiques peut égalemarit un effet sur leur réactivité ce qui pourrait
expliquer la formation d’adduits & '’ADN en quagtplus importante dans les cellules exposées aux
blés germés et ozonés.

2.4 Conclusion et discussion générale des résultascernant
I'innocuité du procédé Oxygreen® in vitro

L'ensemble des résultats obtenus dans ce chapitneeomis de mettre en évidence le potentiel
de l'ozone a dégrader les solutions aqueuses d'@iTde CIT, jusqu’au stade d’éléments simples
comme l'acide chlorhydrique, I'acide carboxyligliacide nitrique ou le C@ Ces produits n’ont plus
d'effets génotoxiques sur les modeéles de celldaales et pulmonaires. Un effet cytotoxique observé
sur les cellules pulmonaires peut étre lié a lssibdité particuliere de ces cellules. Celles-ci-su
expriment le géne p53, et ne possedent pas les snéapeacités de défenses que le modeéle de cellules
rénales, ce qui les entraine dans des phénoméidegae mort cellulaire.

L'ozonation du blévia le procédé Oxygreen® n'a pas conduit, dans lesditons
d’humidification et d’ozonation que nous avons apptes, a la destruction compléte de I'ochratoxine
A. A certaines concentrations (supérieures a 5udékdplé) de contamination I'abaissement du taux
d’OTA n’a pas réduit les effets toxiques (cytotaxdg génotoxique, immunotoxique), et les a parfois
amplifiés. Ceci s’explique par le fait que les &ffeoxiques ne sont pas dus directement a I'OTAsmai
a un ou plusieurs de ces métabolites, formés lessréactions d’oxydation, pouvant étre favorisées
par I'ozone.

L’interprétation des résultats a été compliquée lpdrit que le blé, utilisé pour I'ozonation,
était en pré-germination. En effet, la pré-gerniomatinduit la formation de composés hautement
génotoxigues (comme les acides hydroxamiques), Boformation et/ou la toxicité ont pu étre
amplifiées par I'application du procédé Oxygreei®us avons confirmé cette hypothése en menant
des essais avec du blé pré-germé et en compasarésieltats obtenus a ceux obtenus avec un blé de
gualité meunier.

Cette étudén vitro concernant I'innocuité du procédé Oxygreen® indique I'application du
procédé sur un blé de bonne qualité meuniere nergédm cytotoxicité, ni génotoxicité et que 'ozone
est capable de détruire complétement les mycotexénesolution. Sur des matrices complexes telles
que le blé, il conviendra d’affiner les conditiohs traitement a I'ozone pour aboutir jusqu’a celeta
ultime de dégradation sans générer de toxicité.

Bien que les études vitro présentent divers avantages évidents tels que disponibilité d’'un
matériel expérimental identique sur toute la dut@&étude, (i) la facilité de culture dans dedieuix
définis, (iii) en ce qui concerne les lignées dim@ humaine, l'absence de restriction éthique pour
l'obtention des échantillons, elles ne peuvent neasire compte des interactions éventuelles avec
d’autres constituants ; des mécanismes de métatiotiset de détoxification mis en place a I'échelle
de I'organisme ; de la variabilité interindividuelbu sexuelle ; ou des impacts toxiques de la mt@éc
testée a long terme. C’est la raison pour laquEiteocuité du procédé Oxygreen® a été étudiée
vivo, au cours d’'une étude sub-chronique sur des ratesnet femelles de la race Dark Agouty.
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Chapitre 3: Etude sub-chronique d'une exposition d rats a
I'OTA : toxicocinétique, toxicité générale et génaixicité de 'OTA
INn Vivo

L’OTA a été mise en relation avec différentes m@aadhez 'homme et chez I'animal. Elle est
considérée comme le principal agent causal desrogptiies observées chez le porc (Kreghal,
1974, Krogh, 1977, Stoeet al, 1998). Chez I'homme, I'OTA est associée a la Neépathie
Endémique des Balkans (BEN), ainsi gu'au canceivdas urinaires supérieures (UTT). Bien qu'un
lien direct entre, 'OTA et la BEN, ou, entre I'OTAt I'UTT reste a établir, plusieurs études
épidémiologiques ont pu mettre en paralléle I'eiims humaine a I'OTAvia l'alimentation et
I'apparition de ces maladies (Radical, 1997, Abouziectt al, 2002 ; Pfohl-Leszkowicet al, 2002a ;
Vrabcheveet al, 2004). En outre, I'OTA est immunotoxique, tératng, génotoxique et hépatotoxique
(pour une revue voir Pfohl-Leszkowicz & Castegnd@f9, 2002 ; O’'Brien & Dietrich, 2005). Il a été
suggéré que I'OTA exercait sa toxicitiéa une induction de I'apoptose (Schweetltal, 1999a ; Gekle
et al 2000), l'inhibition de la synthése protéique (@pe et al, 1983a, 1983b), I'inhibition de la
respiration mitochondriale (Meisnet al, 1974), des effets sur le métabolisme des gludislessner
& Selanik, 1979 ; Verma & Shalini, 1998), des effetir le métabolisme des lipides (Rahimttlal,
1988) ouvia la génération d’adduits a 'ADN (Pfohl-Leszkowiet al, 1991, 1993 ; Azemaet al,
1997 ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005). Cepehdil n'a toujours pas été élucidé, si le
mécanisme prédominant intervenant dans la géndt®xde I'OTA, est de type direct ou indirect. Le
mécanisme indirect serait lié a la production desegs réactives de I'oxygéne, suite a I'exposition a
'OTA, qui pourraient réagir de fagon indirecte a@ADN, ou, interférer avec les processus de
réparation (pour une revue, voir Turesky, 2005¢ffet direct serait lié a la liaison de la molécula
d'un de ses métabolites, a 'ADN. La capacité deTIA a former des adduits a I'ADN de facon
directe, ou suite a sa métabolisatiorvivo, a été mise en évidence récemment (Faeicat 2004 ;
pour des revues, voir Manderville, 2005 ; Pfohldleavicz & Castegnaro, 2005 ; Manderville &
Pfohl-Leszkowicz, 2006).

La toxicité de I'OTA est soumise a d’'importantesiations inter-especes, et est également
dépendante du sexe, ou méme de I'dge (Gretsale1995 ; Castegnat al, 1998 ; Pfohl-Leszkowicz
et al, 1998 ; Dortanet al, 2001 ; O’brieret al, 2001). La mise en place d'étudessivo, sur la toxicité
et la distribution de I'OTA dans I'organisme, dpérmettre de mieux appréhender les mécanismes
toxiques impliqués, et de fournir la meilleure mstiion possible concernant la dose journaliere
tolérable pour I'exposition a cette toxine. Il faégalement tenir compte du fait que la toxicité de
I'OTA est dépendante de la dose, mais égalemenhae d’administration de celle-ci. Dans cette
étudein vivo, nous nous sommes placé dans des conditions ditpoles plus proches de celles
rencontrées par ’homme, afin de pouvoir mimer aeum I'effet d’'une exposition sub-chronique a
'OTA.

3.1 Mise en place de I'étude et exposition des eatOTA

3.1.1 Description du modele d’étudé vivo

Cette étuden vivo a été réalisée sur des rats males et femellea dcé Dark Agouty. Cette
race a déja été utilisée dans une étutdevivo sur 'OTA car ces animaux présentaient une
susceptibilité particuliere concernant le métalatisde la débrisoquine (Castegnatal, 1989,
1998 ; Pfohl-Leszkowicet al, 1998, 2002b). Au cours de cette étude, les animadles exposés a
I'OTA, par intubation gastrique se sont révéléssansibles que les rats méales de la race Lewis pou
la formation de Iésions au niveau rénal, ainsi poer la génération d’adduits a I’ADN. La race Dark
Agouty a démontré une sensibilité a la toxicitéI'@T A dépendante du sexe. Les rats femelles ne
développent pas de lésions au niveau rénal, sast qdsistantes a la formation des tumeurs et
présentent un nombre d’adduits a I’ADN moindre.

Ces animaux, sensibles a 'OTA, rendant compteadeatiabilité existant inter-sexe, sont un
bon modéle d'étude des effets toxiques liés a mpestion subchronique a 'OTA.
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Les lots de blés recus par les animaux sont legi®blé OXBM décrits au chapitre 1
- le groupe 1 arecu le lot de blé OXBM 01.201, adificiellement contaminé en OTA
- le groupe 3 aregu le lot de blé contaminé aph5p
- le groupe 4 a regu le lot de blé OXBM 01.207 earnihé a 7ppb
- le groupe 5 arecu le lot de blé OXBM 01.205taariné a 40ppb
- le groupe 6 a regu le blé OXBM 01.203 contamid®@ppb.
Chaque groupe est constitué de 5 rats males et rd¢sSemelles. Au cours de I'étude, la
consommation en blé des animaux, ainsi que I'éimiytondérale, ont été suivies. Divers paramétres
physiologiques et biologiques ont été étudiés.réealtats obtenus sont présentés ci-apres.

3.1.2 Alimentation des animaux et exposition des taa I'OTA

La quantité de blé ingérée en 28 jours par lesais que I'exposition des rats a I'OTA, en
fonction du niveau de contamination de I'alimegtnt rapportés dans les tableaux 19 et 20.

A Consommation I o
Contaminatior] groupes : o Exposition journaliére 3
du blé (ppb) femelles journaliere de | .0\ 0/kg pe/iour)
blé (g/jour)
0,50 1 (contrdle) 9,94 +/- 0,39 0,044 +/- 0,002
2,5 3 9,96 +/- 0,67 0,172 +/- 0,004
7 4 10,60 +/- 0,42 0,494 +/- 0,029
40 5 10,76 +/- 0,49 3,5 +/-0,17
100 6 10,67 +/-0,4 8,482 +/- 0,444
tableau 19. : contamination en OTA du blé, consommation jouénalde blé et exposition a 'OTA des rats
femelles des différents groupes
Contamination rouDes Consommation | Exposition journaliére]
. group journaliére de blé al'OTA (pa/kg
du blé (ppb) méales . .
(g/jour) pc/jour)
0,50 1 (contrble) 11,69/-0,79 0,043+-0,003
2,5 3 11,96+ 1,14 0,168/-0,008
7 4 12,31+- 0,97 0,467%/-0,026
40 5 12,26+- 1,39 3,465/- 0,134
100 6 11,93+-1 8,151+-0,854
tableau 20. : contamination en OTA du blé, consommation jouémalde blé et exposition a 'OTA des rats

males des différents groupes

La consommation en blé des rats males et femekss pas modifiée de fagon significative par
la présence d'OTA dans l'aliment. Par conséquéstpbsition des animaux est directement liée au
niveau de contamination en OTA du blé. Les ratsefln sont exposés a des doses d'OTA
supérieures de 1 a 3 % a celles des rats males.

Les rats du groupe 1 sont théoriguement des rgi@ins ». Cependant, le blé que ceux-ci ont
recu contenait une tres faible contamination ndeuesm OTA (0,5ug/kg), conduisant a une exposition
journaliere de 40 ng/kg pc et par jour en moyei@ette exposition ne peut étre négligée ; cependant,
ce groupe sera tout de méme considéré comme lpgamiréférence.

Pour I'hnomme, la dose journaliere tolérable a d&blie en 1990 par la JECFA a 16ng/kg
pc/jour, d'apres les données concernant I'apparities effets néphrotoxiques chez le porc. La DJT a
été calculée a partir de la NEL (« no effect lexjeldéterminée chez le porc, a laquelle un faatieur
sécurité de 500 a été appliqué. La NEL est la gase laquelle aucun effet nocif, y compris des
modifications biochimiques mineures, n'est obsesue I'organe cible (Boorman, 1989). Elle est de
8ug/kg pc chez le porc. Il a été proposé par leesabnsidérant les effets cancérogénes de I'OTA
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indéniables chez I'animal, et possibles chez 'h@ngue celle-ci n'excede pas 5ng/kg pc et par jour
(Kuiper-Goodman, 1991).

La dose de 5ng/kg pc et par jour a été établiertir pi@ la dose n’entrainant pas de cancer chez
le rat au niveau du rein. Un facteur de sécurité@@, appliqué a la dose NEL sur le développement
de cancer (28 ug/kg pc), a permis d’obtenir cedtewr de 5ng/kg pc et par jour.

Les rats du groupe 1 sont exposés a 40ng d’'OTA¢kgur, soit & une dose 8 fois supérieure a
la dose journaliere admissible recommandée poomnlihe par le Comité de l'alimentation humaine
Européen. Cette dose correspond néanmoins a ueeirdésieure d'un facteur 200 a la dose NEL
déterminée chez le porc, et, inférieure d’'un fac60 a la dose sans effet pour I'apparition diwcean
rénal chez le rat. Il a été montré que 'OTA a demi-vie trés longue chez 'homme, de 'ordre de 35
jours (Schlatteet al, 1996 ; Studer-Rolet al, 2000) alors qu’elle est comprise entre 55 etli@lres
chez le rat. Considérant, la demi-vie d’éliminaténl’OTA chez le rat, les données a partir dedgsiel
la DJT a été établie, et enfin, le facteur de s&cappliqué a la NEL pour I'établissement de 1 D0
est probable que la dose journaliére d’expositierdd ng/kg pc soit sans effet chez le rat. La dose
d’exposition la plus élevée testée ici, soit 85@kg pc/jour, correspond a la dose NEL déterminée
chez le porc, mais est 3 fois inférieure a la dodeisant le développement de cancers chez le rat.

3.2 Toxicocinétique de 'OTA

Une fois ingérée, 'OTA est absorbée au niveau'@dmac et de I'intestin ou elle rejoint le
compartiment sanguin. Elle est acheminée vers iérehts organes ou elle sera métabolisée et
excrétée par les urines ou les féces. Dans un gréemps, nous NOUs sommes intéressé au passage de
I'OTA dans le compartiment sanguin.

3.2.1 OTA sérique

L’OTA a été recherchée dans le sérum des rats raél@8™jour de I'expérience. Un millilitre
de sang récupéré a la fin de la période de traitémes animaux, 14 heures aprés la derniére prise
d’aliment, a été centrifugé afin d’en récupérefrétion plasmatique. Le plasma a été congelé dans
I'attente des analyses. L'OTA, ainsi que ses méitglscont été extraits selon le protocole décritda
le Matériel et Méthodes.
Les résultats sont analysés avec un logiciel stats permettant la représentation des données
sous forme de « boite a moustache » (voir dessrigbmpléte dans le chapitre Matériel et Méthode).
Les résultats obtenus sont présentés ci-apresh@pet 24, rats femelles et males).
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Graphe 23.: concentration plasmatique en OTA, exprimé en hgfihez les rats femelles.
Graphe 24.: concentration plasmatique en OTA, exprimé en hg/hez les rats males des
différent groupes
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La concentration en OTA dans le plasma des ratglfesnet males augmente en fonction de
I'exposition des animaux. On ne détecte pas d’O8@Asdle sang des rats femelles du groupe 1, alors
que I'on en détecte chez certains rats males dupgra (jusqu'a 16ng/ml, valeur exclue par le lagici
statistique). Le taux plasmatique en OTA est sepérd’environ 1,3 fois, chez les rats femelles du
groupe 6, exposés a 8,5 ug/kg pcl/jour, par ragpoelui des rats males du méme groupe.
La concentration plasmatique en OTA n’est pas téraent proportionnelle & I'exposition des
animaux. Nous avons présenté ci-dessous la coatientplasmatique en OTA chez les rats méles et
femelles en fonction de leur exposition (Graphe 25)
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Graphe 25.: Evolution de la concentration plasmatique en Q& ng/ml, en fonction de la dose
d’exposition des rats méles et femelles, en ngékgur.

La concentration plasmatique en OTA des rats dupggadl est, pour certains animaux, tres
élevée alors que ceux-ci sont exposés a des da3&# daibles (40 ng/kg pc/jour). De méme, des
doses d’exposition faibles (inférieures a 1pg/kgope) peuvent conduire a la présence de quantités
non négligeables d’'OTA dans le sérum des rats, gruiuatteindre 30ng/ml de sérum (cf zone zoomée
du graphe 44). Des concentrations plasmatiquesTéndimilaires sont observées également pour des
expositions plus importantes, a des doses de 4algur d’'OTA. Les animaux ont été privés de
nourriture pendant au moins 14 heures avant cé@veréents de sang : ceci a favorisé le relargage de
I'OTA stockée dans les organes vers le compartirmanguin, expliquant que I'on retrouve un taux
« anormalement » élevé chez les animaux exposédaildes doses. Les métabolites de 'OTA n’ont
pas été détectés dans le sang des animaux : ceumt-ane demi-vie relativement courte, et ont été
éliminés pendant ce laps de temps.

L’étude exclusive de la concentration plasmatiqoecfuelle en OTA des rats ne renseigne pas
de facon totalement satisfaisante sur I'expositienceux-ci, tout au moins en ce qui concerne des
doses d’exposition peu élevées.

3.2.2 Distribution et métabolisation de 'OTA

3.2.2.1 Distribution de 'OTA dans les différents eganes

L'OTA, ainsi que ses métabolites, ont été extraitpartir du rein, du foie, du cerveau, des
poumons des rats femelles et méles ainsi qu’arples testicules des rats males. Les concentrations
moyennes en OTA dans les organes des rats fenetli@dles sont présentées dans les graphes ci-
apres (Graphes 26 et 27). Il y a, au sein des g=odp rats males et femelles, une forte varialglité
ce qui concerne le taux d’'OTA dans les organesatémaux. Cette variabilité est d’autant plus
importante que les groupes sont exposés a des fiteentrations en OTA.
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Graphe 26.: concentration en OTA dans les différents organgsumons, cerveau, foie et rein,
exprimée en ng d'OTA/g d’'organe, en fonction dieau d’exposition des rats femelles a I'OTA.

Chez les femelles, les concentrations en OTApugtres dans les poumons, sont généralement
plus élevées que celles détectées dans le foielgodiaibles doses d’exposition. Pour les deux plus
fortes doses d’exposition, une quantité équivalerdge supérieure, est observée dans le foieatss r
femelles. Pour les plus faibles doses d'expositmnne détecte pas d’'OTA dans le rein. A la dose
intermédiaire d’exposition des concentrations égjeites en OTA sont retrouvées dans le rein et le
foie des rats femelles (groupe 5). Pour la fortgoskion, les femelles accumulent plus d’'OTA dans
leur foie que dans leur rein.
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Graphe 27.: concentration en OTA dans les différents organpsumons, testicules, cerveau,
foie et rein, exprimé en ng d’'OTA/g d’organe, emcfmn du niveau d’exposition des rats males a POT

Chez les méles, les quantités d’OTA retrouvées BEngoumons et dans le foie sont similaires.
La quantité d’OTA dans le rein des rats males efgtrieure a celle présente dans le foie ou les
poumons. Les rats méales accumulent autant d’'OT/As demrs reins que dans leurs testicules. La
guantité d’'OTA accumulée dans le foie des rats snést supérieure a celle accumulée dans le foie des
rats femelles.

Le cerveau des femelles et des males contient fagateune faible quantité d’OTA, stable
guelle que soit I'exposition des rats.

En fonction du type d’organe, le stockage de I'O8%A proportionnel, ou pas, a I'exposition des
rats. La concentration en OTA dans les organesaiegemelles et méales, en fonction de I'exposition
de ceux-ci a I'OTA est présentée sur les graphext 28.
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Graphe 28.: évolution de la concentration moyenne en OTArig¥pen ng/g, dans les organes
des rats femelles en fonction de I'exposition demaux, exprimé en pg/kg pc/jour).
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Graphe 29.: évolution de la concentration moyenne en OTAriméen ng/g, dans les organes
des rats males en fonction de I'exposition des anmexprimé en pg/kg pc/jour).

Aussi bien chez les rats méales que chez les nausliies, on distingue trois modalités concernant
le stockage de 'OTA :

- la concentration en OTA dans I'organe augmentéaden proportionnelle a I'exposition des
animaux. Ceci est observé au niveau des poumorms fetie des rats femelles et méles, ainsi qu’au
niveau du rein des rats femelles.

- la concentration en OTA dans 'organe augmente d\exposition jusqu’a un certain seuil,
puis se stabilise a une concentration plateau. €tabbservé au niveau du rein des rats males, et a
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niveau des testicules. Au niveau de ces organesenilble qu'il y ait une saturation du stockage,
phénoméne non observé dans le rein des rats famelle

- la concentration en OTA dans 'organe est indépate de I'exposition des animaux et reste a
une valeur faible quelle que soit I'exposition dats. Ceci est observé au niveau du cerveau des rat
males et femelles.

Il apparait qu'en fonction de l'organe étudié, hesdalités de stockage sont variables. Ces
résultats doivent étre considérés avec une cenpairdence, étant donné la forte variabilité exisgan
sein des groupes. Les caractéristiques individai@lte chacun des animaux jouent un rdle important
dans les paramétres de stockage de I'OTA, cergaiimsaux ayant des concentrations en OTA dans les
organes supérieures d’un facteur 2 a celle d’aaimesaux.

Aucun paralléle n’a été dégagé entre la variabititérindividuelle concernant le stockage de
'OTA et celle, précédemment observée, concernargoncentration sérique d’OTA : les animaux
ayant les plus fortes concentrations sériques el @ETsont pas ceux qui stockent le plus d’'OTA, ni
ceux gui en stockent le moins dans les organes.

3.2.2.2 Métabolisation de 'OTA

3.2.2.2.1 Identification et description des métaibed

Les organes sont le site de la métabolisation @&A en des dérivés hydrophiles, favorisant
leur élimination dans les urines ou par la bile.
Les extraits obtenus a partir des différents orgamg été analysés a I'HPLC en mode gradient sur le
gradient mis au point par Faucet-Marquis (2005).
Différents composés sont visualisés dans les dondijpermettant la détection optimale de 'OTA a
'HPLC. La quantité de ces différents composés ejadn fonction de l'organe, et de la dose
d’exposition des animaux a 'OTA. Nous avons prisempte 14 composés, suspectés d'étre des
métabolites de 'OTA, identifiés par des numéras,1da 14. Treize métabolites correspondent & des
formes plus hydrophiles de 'OTA alors qu'un métitkoest une forme plus hydrophobe que I'OTA,
caractérisé par un temps de rétention supérieueld de I'OTA. Les temps de rétention des
métabolites numérotés (ainsi que des métabolitiguds avec des lettres et 'OTB, que nous avons
repérées par la suite dans les urines) sont pgssdans le tableau 21.

Métabolite n° Temps de rétention Identification
(minutes)
1 8,5 OTB
2 10,6 ?
3 11,3 ?
4 13,5 ?
5 15,5 ?
6 18,5 OTa
7 20,5 ?
8 21,9 ?
9 23,6 ?
10 25,5 Dérivé décarboxylé de 'OTHQ (Faucet-Mascgti al, 2006)
a 26,8 ?
11 27,9 ?
12 30,2 4S-OH OTA
13 32,1 4 R-OH OTA
OTB 334 OTB
d 36 OTHQ
f 42,5 Métabolite 17 (Faucet-Marquis, 2005)
OTA 44 OTA
g 46 Métabolite 19 (Faucet-Marquis, 2005)
14 56 OTA méthylée

tableau 21. :temps de rétention et identification des compaigdsctés a 'HPLC sur le gradient « Faucet ».
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Ces métabolites ont été détectés dans les orgatesats femelles et des rats males. Des
exemples de chromatogrammes, obtenus lors deysmde certains échantillons de foie de rats males
et femelles, et sur lesquels certains des métabotietectés dans I'organe sont numérotés, sont
présentés ci-apres (Chromatogrammes 1 et 2).
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Chromatogrammes 1 et 2 : Séparation des métabgiigesHPLC d’un extrait de foie de rat femelle
(chromatogramme 1), et male (chromatogramme 2)rduge 5.

On observe sur ces chromatogrammes une dérive lifgntade base : cette dérive est due a
I'enrichissement progressif de la phase mobile éthenol et acétonitrile, ce qui en modifie les
propriétés d’absorbance.

Ce gradient permet une séparation satisfaisante difé&rents composés présents dans
I’échantillon. L'identification de ces métabolitgsar comparaison des propriétés chromatographiques,
est présentée sur le chromatogramme 3, en preaanepemple un extrait de foie de rat femelle
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Chrommatogramme 3 : Comparaison des caractérisiguneomatographiques d’un extrait de foie de rat
femelles avec celle d’'un mélange de métabolitattifits de I'OTA.
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Parmi tous les métabolites détectés, seuls quelqmsesnt pu étre identifiés en se référant a leur
temps de rétention. Le métabolite n°1 a les mémagsrigtés chromatographiques que 11D Tforme
de I'OTA ayant perdu le chlore et le groupementngfedanine). Le métabolite n°6 a un temps de
rétention identique a celui de '©O(OTA ayant perdu le groupement phénylalanine) métabolite
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n°10 a les mémes propriétés chromatographiqueseqdérivé décarboxylé de 'OTHQ identifié par
Faucet-Marquit al (2006). Le métabolite 12 a un temps de rétentientique a celui de la forme 4
S-hydroxy-OTA. Le métabolite n°13 a un temps dendn identique a celui de la forme 4 R-
hydroxy-OTA. Le métabolite « d » a un temps denta identique a celui de la forme OTHQ. Les
métabolites f & g ont respectivement les mémes sedeprétention que les métabolites dénommés 17
et 19, identifiés dans les organes de rats expp$€XTA, dans la these de Virginie Faucet et dans
Faucet-Marquiset al (2006). Le métabolite n°14 a les mémes propriétdematographiques que la
forme méthylée de I'OTA. On n'observe ni la formé&-OTA, ni la 10-OH-OTA. L'OTB a été
repérée en guantité non quantifiable, uniguemens dia foie des rats males exposés aux plus fortes
doses d’'OTA, alors que 'OTHQ est observée uniquerdans le rein des rats males.

3.2.2.2.2 Métabolisation de I'OTA dans le foie etrkin

Les métabolites de I'OTA ont été recherchés dangxtrait d'organe constitué a partir d'un
pool des organes des différents animaux du mémepgroLa quantité relative de chacun de ces
métabolites dans les différents organes est pidsenr les graphes ci-apres.

3.2.2.2.2.1 Métabolisation au niveau hépatique

Les différents métabolites détectés au niveau hgpatainsi que leur quantité relative sont
présentés dans les graphes 30 et 31.
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Graphe 30.: identification et quantification relative des féifents métabolites détectés dans le
foie des rats femelles.
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Graphe 31.: identification et quantification relative des ffifents métabolites détectés dans le
foie des rats méles.

Le foie est un important lieu de la métabolisatirssi bien chez les rats males, que chez les
femelles. Douze métabolites sont observés et diganthez les rats femelles. Treize métabolites ont
été quantifiés chez les rats males, auxquels ldmuter les métabolites « a », OTB, f et g. Lie fites
rats males présente quatre métabolites spécifigessmétabolites « a » (non quantifiable), 11(42
S-OH-0OTA), OTB (non quantifiable). Du point de vgigantitatif, parmi les métabolites communs aux
deux sexes, I'Of, I'Ota, les métabolites 4, et 5, sont formés en plusdgajuantité dans le foie des
rats males (2 a 10 fois supérieure en fonction dtabolite), alors que le métabolite n°2 et la forme
méthylée de 'OTA (Me-OTA) sont détectées en pliende quantité dans le foie des rats femelles. Le
métabolite n°5 est le métabolite le plus fortemd@iecté au niveau hépatique, aussi bien chezties ra
males que chez les rats femelles. Sa structuré peéssdentifiée.

Pour les rats femelles, la quantité de chacun désabulites détectés augmente avec
I'exposition des rats a I'OTA, a I'exception de flr/me Me-OTA dont la quantité diminue quand
I'exposition augmente.

Chez les rats males, on observe un effet « en elagour la production de certains métabolites
(n°2, n°4, n°5, n°10, n°11l) avec un maximum de bwitsation pour les doses d’exposition
intermédiaires a 'OTA (groupes 4 et 5). Chez lats rmales exposés a un blé artificiellement
contaminé en OTA, la production d@tde 4-R-OH-OTA et celle de Me-OTA sont indépendardu
niveau d’exposition des rats.

3.2.2.2.2.2 Métabolisation au niveau rénal
Les résultats obtenus concernant les rats fensoletsprésentés sur le graphe 32.
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Graphe 32.: identification et quantification relative des féifents métabolites détectés dans le
rein des rats femelles.

Chez les rats femelles, seulement 6 métaboliteBQIA sont observés. On ne détecte ni
d'OTa, ni de 4 R OH-OTA. Le métabolite n°4 et la formeéthylée de 'OTA sont détectés
uniguement dans le groupe 4. Les métabolite, QTet 5, sont présents dans le rein des ratdlsme
de chacun des groupes, en quantités inférieurebed cétectées au niveau hépatique. L’'augmentation
de I'exposition des rats se traduit par une augatiemt de la métabolisation des métabolites 2 et 5.

Les résultats concernant les rats males sont pgsssur le graphe 33.
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Graphe 33.: identification et quantification relative desffdirents métabolites détectés dans le
rein des rats males.

Une métabolisation de I'OTA, supérieure a celle ides femelles, est observée au niveau rénal
chez les rats males, tant du point de vue qudligae quantitatif. On observe la présence de 14
métabolites différents, en plus du métabolite « @@THQ), «f» & «g» (non quantifiés). Les
métabolites majoritaires sont les métabolites 2 & métabolite n°2 est formé en quantité nettémen
plus importante (d'un facteur 4) dans le rein, nagport a ce détecté dans le foie des rats males.

D’un point de vue quantitatif, la quantité de méléabs présents dans le rein des rats males est
supérieure a celle des métabolites présents damednleles rats femelles ; on détecte respectivement
prés de 10 fois et pres de 4 fois plus des métaboi2 et n°5 chez les males.
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3.2.2.2.2.6 Résumé

En résumé, la répartition des métabolites de I'QEpend de I'organe et du sexe des animaux.
La métabolisation de I'OTA a principalement lieu aiveau du rein et du foie des animaux ;
néanmoins, les métabolites sont observés dansiiess arganes, bien qu’en plus faible quantité (non
présenté ici). Une attention particuliere devr#ie @ortée aux métabolites n°2 et 5 qui sont saiuve
majoritaires, et qui sont formés en quantité nettandifférente, au niveau hépatique et rénal, tdez
rats males et les femelles. D’autre part, il faitdedfiner I'analyse dans la zone d’élution des
meétabolites OP-OTA, OTB et OTHQ, métabolites conpogr leur potentiel toxique et génotoxique.
Ces deux derniers métabolites sont retrouvés umgoe chez les rats males, respectivement au
niveau de leur foie et de leur rein. Seul le mélenkt de la 4S-OH-OTA (métabolite n°12). D’'une
facon générale, les rats males métabolisent plades rats femelles, aussi bien au niveau hégatiqu
que rénal. Ceci est d’autant plus flagrant au nivésmal ou les différences entre les deux sexssrie
d’un point de vue qualitatif et quantitatif. Ce$féliences qualitatives concernant la métabolisati®on
I'OTA au niveau du rein peuvent expliquer les vioias de sensibilité a I'OTA observées en fonction
du sexe.

Nous n’avons pas détecté la présence de métabditd¥OTA dans le sérum des rats des
différents groupes. Ceci peut s’expliquer par li¢ e dans le compartiment sanguin, I'OTA est
présente a 80% sous sa forme native, non métabqBtéder-Rohet al 2000). Au cours de notre
étude, les concentrations plasmatiques en OTAist#rieures a 80ng/ml. Il est vraisemblable que, si
des métabolites sont présents dans le compartisagiguin des animaux, leur concentration est faible
et en dessous du seuil de détection. lls peuvessi avoir déja disparus pendant les 14h précédant |
récupération du sang. En effet, la demi-vie d’éliation des métabolites de 'OTA est plus rapide que
celle de 'OTA. Chez les rats Sprague-Dawley, ésid 'OTA par voie intrapéritonéale, la demi-vie
d’élimination de I'OTA est estimée a 103 heurésl6 heures, alors que celles de 'OP-OAq,@H-
OTA, OTB et OTC sont respectivement 58/52,8h ; 9,6+/- 2,3h ; 6+/- 0,9n ; 4,2+/- 1,2h et 0,6/-

0,2 heures (Let al, 1997). Leur concentration dans le compartimengsgim décroit, par conséquent,
plus rapidement que celle de 'OTA expliquant lie dme I'on ne les détecte pas.

3.2.3 Excrétion urinaire de I'OTA et de ses métabdks

La concentration en OTA dans les urines a été métée au cours des 4 semaines de
I'expérience. L'excrétion urinaire de I'OTA varierfement en fonction des individus et en fonction
du prélévement urinaire sur lequel 'OTA est rechée (cf graphes 58 et 59 ci-contre).

Afin de simplifier I'exploitation des résultats, lquantité cumulée d’OTA excrétée a été
déterminée, sur la base des résultats obtenus lagepréléevements hebdomadaires. Les résultats
obtenus sont présentés sur les graphes 34 et 35.
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Graphe 34.quantité d'OTA, en g, excrétée par la voie uriegiar les rats femelles.
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génotoxicité de 'OTA in vivo
Graphe 35.quantité d'OTA, en ug, excrétée par la voie uriegiar les males.

L’excrétion urinaire d'OTA, chez les rats méalespeid faiblement de la dose d’exposition des
animaux a I'OTA : des quantités d’'OTA quasimentiegientes sont excrétées par les rats males, que
ceux-cCi soient exposés a une dose de 40ng/kg grofude 1), de 170ng/kg pc/jour (groupe 3), de
500ng/kg pc/jour (groupe 4), de 3500ng/kg pc/jauogpe 5) ou de 8500ng/kg pc/jour (groupe 6).

L’excrétion urinaire d’'OTA, chez les rats femellest supérieure a celle des rats males, pour les
plus fortes doses d’exposition a 'OTA. Des quastitelativement faibles d’'OTA sont excrétées par
les 3 premiers groupes de rats. L’excrétion ureaiigmente progressivement quand les rats femelles
sont exposés a des doses plus importantes ega#tcsitivement supérieure dans les groupes 5 et 6,
par rapport au groupe de référence.

La présence des métabolites de 'OTA a été recRerdans un mélange des prélévements
urinaires des animaux du méme groupe, récupéréscaus de la quatrieme semaine
d’expérimentation. Les extraits obtenus a partir uléines ont été analysés comme précédemment pour
les organes.

La numérotation des métabolites est présentée sinrbmatogramme ci-dessous.

Lo
4 5
@]
=
=
il @]
g &
&
=t 0y
T OTA
4 i 10 |9
o8
2 8 1 =
le 5]
il 9
d e f &
T WM
- b OP-OTA
‘ 0.0 ' ! ! ! a2's ! ' mdmate' ' esao

Chromatogramme 4 : identification des différentsspiétectés dans les urines des rats.

Nous détectons 7 métabolites qui étaient faiblemaétectés (en dessous du seuil de
quantification), ou absents, dans les organesatesCe sont les métabolites « a », « b » (OP-OTA),

«Cc» (10-OH-OTA), «d» (OTHQ) , «e» , «f»<wt » Les temps de rétention des différents
composés sont ceux décrits dans le tableau 22.
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tableau 22.

génotoxicité de 'OTA in vivo

Métabolite ou standard

Temps de rétention (minutes)

OTp 8,5
2 10,2
3 11,3
4 13,8
5 15,5
OTa 18,4
7 20,1
8 21,9
9 23,3
10 (forme décarboxylée de 'OTHQ) 25,4
a 26,8
11 27,9
b (OP-OTA) 28,5
¢ (10-OH-OTA) 29,6
12 (4-S-OH-OTA) 30,8
4-R-OH-OTA 32,1
OTB 33,4
d (OTHQ ?) 36
e 37,5
f (Métabolite n°17 Faucet-Marquis et al, 2006) 43
OTA 44
g (Métabolite n°19 Faucet-Marquis et al, 2006) 46
Me-OTA 56

temps de rétention et identification des compogésctés a I'HPLC sur le gradient « Faucet ».

La quantification de ces métabolites est présesue&es graphes 36 et 37.
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Graphe 36.: quantité, déterminée en fonction de la surfacepitu a 'HPLC, des différents

métabolites présents dans les urines des rats lesndd la semaine 4.
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Graphe 37.: quantité, déterminée en fonction de la surfacepitu a 'HPLC, des différents
métabolites présents dans les urines des rats ndélés semaine 4.

Vingt métabolites différents sont détectés dansiteges des rats exposés a I'OTA. On note que
le métabolite n°3, faiblement présent dans les regales rats, n'est pas détecté dans les urines.
L'OTa, la forme décarboxylée de 'OTHQ (métabolite n;UGP-OTA (métabolite « b »), la 4-S-
OH-OTA, la 4-R-OH-OTA, la 10-OH-OTA, I'OP-OTA, I'OB et I'OTA méthylée sont présents dans
les urines des rats males et femelles. D'une fagénérale, des quantités croissantes de ces
métabolites sont excrétées quand I'exposition aR@ugmente.

Des quantités supérieures en métabolite n° 2,9, &,11, b (OP-OTA), 12, c (10-OH-OTA), d
(OTHQ), e, et f, sont excrétées par les rats fexaglar rapport aux rats males. A l'inverse, les rat
males excrétent plus des métabolites n° 5, 8, IWT&. En ce qui concerne les autres métabolites de
'OTA, Ota, 4-R-OH-OTA et Me-OTA, les quantités excrétéest similaires entre les males et les
femelles.

3.3 Potentiel toxique de 'OTA

3.3.1 Toxicité générale : suivi des parametres bmjiques et
physiologiques

3.3.1.1 Evolution pondérale des rats

3.3.1.1.1 Gain de poids des animaux

L'évolution pondérale des rats a été suivie ausdeas 28 jours de traitement. Le poids des rats
au début de la période d’acclimatation, au prenuer de I'exposition a I'OTA, apreés 28 jours de
traitement a I'OTA ainsi que le gain de poids degmaux pendant la période de traitement sont
rapportés dans les tableaux 23 et 24.
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rats Poids 12 jours avant le début dli Poids au jour . . Gain de poids en 24
. Poids au jour 28 (g .
femelles traitement (Q) 1(g) jours (g)
Exposition a groupe 1F 77 +1-9,9 102 +/-4,4 117 +-4,1 15 +/-3,1
'OTA
croissante groupe 3F 78 +/-10,8 102 +/-9 117+/-9,1 15 +/-3,3
groupe 4F 78 +/-10 102 +/-14,6 122+/- 8,7 20 +/-7,8
v groupe 5F 77 +/-10,2 106 +/-9,4 126 +/-10,6 20 +/-2,4
groupe 6F 78 +/-11,1 103 +/-7,5 122+/- 8,2 19 +/-5,1

tableau 23. : poids des rats femelles 12 jours avant le délmt’eixposition (période d’'acclimatation), au
premier jour de I'exposition a 'OTA, 28 jours aprée début de I'exposition a 'OTA et gain de
poids sur la période de traitement des rats.

rats males Poids 12 jours avant le début dli Poids au jour| Poids au jour| Gain de poids en

traitement (g) 1(g) 28 (9) 28 jours (g)

groupe 1M 84 +/-17,3 123 +/-19,3 | 142+/-15,6 25,6 +/-1,5
Exposition a groupe 3M 87+/-22,5 118 +/-22,2 | 143 +/-19,8 25+/-4,3
! QTA groupe 4M 86+/-21,2 123 +/-16,9 | 150 +/-12,7 27 +/-14,9

croissante

groupe 5M 89+/-23,4 124 +/-24 145 +/-20,1 21+/-6,8
v groupe 6M 84+/-18,2 115 +/-21,2 | 142 +/-20,3 27 +/-7,6

tableau 24. : poids des rats males 12 jours avant le début 'depbsition (période d'acclimatation), au
premier jour de I'exposition a 'OTA, 28 jours aprée début de I'exposition a 'OTA et gain de
poids sur la période de traitement des rats.

Une trés forte hétérogénéité existe concernantoldspdes animaux au sein des différents
groupes. Dans chaque groupe, on répertorie un amiendaible corpulence et un animal de forte
corpulence. Les groupes ont été constitués de fagenque ceux-ci soient homogénes entre eux et ce,
bien qu’ils soient constitués d’'une population hégéne. L'analyse des valeurs moyennes, obtenues
pour chacun des groupes, montre que pour leseaslies, le gain de poids est Iégérement supérieur
quand les femelles regoivent un aliment contamm@®®€A. Les animaux de ces groupes consomment
du blé en quantité supérieure a celle des groupe3110,7 g/jourersus9,9 g/jour en moyenne), ce
qui peut expliquer cette différence dans le gaipaids. Cependant, les différences observées re son
pas significatives étant donnée I'hétérogénéitérimet du groupe. Chez les rats males, le gain dks poi
moyen des animaux du groupe 5 (219) est nettemééridur a celui des autres groupes de rats (entre
25 et 279). La différence de gain de poids moyerénglte pas d’'une consommation en blé réduite : la
consommation journaliére de blé moyenne des ralssnafu groupe 5 est supérieure ou égale a celle
des rats des autres groupes. Cependant, ici auestsg différence de gain de poids n’est pas
significative considérant la forte hétérogénéitgychupe.

L’analyse par représentation graphique en « boitgastache » permet de rendre compte des
résultats obtenus pour chaque individu du groups individus pour lesquels le résultat est abérran
au vu de I'ensemble des groupes est exclu de ta.boi

Le gain de poids des rats des différents groupggzrésenté sur les graphes 38 et 39.
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Graphe 38.: gain de poids au cours des 28 jours de traitenuéietz les rats femelles exprimé en
gramme.
Graphe 39.gain de poids au cours des 28 jours de traitembardes rats males.

Cette analyse confirme qu’aucune différence sigaifie concernant le gain de poids des
animaux n’est observeée, et ce, bien que les valeoggennes, présentées dans le tableau précédent,
soient modifiées. Les variations observées en ceanpcerne les valeurs moyennes sont dues a la
présence dans les groupes, d’individus ayant desinga« extrémes » par rapport au reste du groupe :
dans le groupe 4, un rat méle a gagné 53 gramm28 gurs, et dans le groupe 1, un rat méle a perdu
du poids au cours de ces 28 jours de traitemerst.r€ailtats, €loignés de ceux du reste du groupe,
conduisent a des moyennes ne reflétant pas lesrsale I'ensemble du groupe.

Pour la suite des analyses, nous avons choisipdésenter tous les résultats obtenus sous forme
de boite & moustache

3.3.1.1.2 Poids des organes

Le poids relatif des organes des animaux a étérdéte. Il s’agit pour chaque organe de
déterminer le % massique que celui-ci représemeapport a la masse totale corporelle. Ceci permet
de s’affranchir en partie des différences liées\anations de poids entre les rats de chaque group

Le poids relatif du rein, du foie, du thymus, desimons, des ovaires, des testicules et du coeur
a été déterminé.

3.3.1.1.2.1 Poids relatif des reins

Le poids relatif des reins des rats males et fanales différents groupes est présenté sur les
graphes 40 et 41.
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Graphe 40.poids relatif des reins des rats femelles exprim&epar rapport au poids corporel
total

Graphe 41.: poids relatif des reins des rats méles exprimé&epar rapport au poids corporel
total

La valeur médiane du poids du rein est diminuée t&® rats femelles recevant un lot de blé
artificiellement contaminé en OTA, par rapport #ecdu groupe 1. Bien que les différences observées
ne soient pas statistiquement significatives, 1@¥% individus des groupes 3, 4 et 5, ont un poids
rénal inférieur a celui des trois quart de la papah du groupe 1. Chez les rats méles, la réduchio
poids relatif du rein est moins visible, bien glomInote que la valeur médiane des groupes recevant

une alimentation artificiellement contaminée en O@&#st systématiquement inférieure a celle du
groupe 1.

3.3.1.1.2.2 Poids relatif du foie

Les résultats concernant le poids relatif du fae dhts femelles et des rats méales sont présentés
sur les graphes 42 et 43.
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Graphe 42.: poids relatif du foie des rats femelles en % @pport au poids corporel total
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Graphe 43.: poids relatif du foie des rats méales en % parpag au poids corporel total

La valeur médiane du poids relatif du foie des pesude rats recevant un aliment
artificiellement contaminé en OTA est inférieurecélle du groupe de référence. Cette baisse est
significative chez le méale des la plus faible exjpms via un blé sur-contaminé en OTA (2,5 ug
OTA/kg de blé€). Pour les doses d’exposition pleéés, la baisse du poids relatif du foie, chez les
rats males, n'est pas plus prononceée.

Pour les femelles, la baisse du poids relatif de tepend de la dose, celle-ci s’accentuant
quand I'exposition des rats augmente. Une rédudtignificative est observée au sein du groupe de
rats femelles n°5.

3.3.1.1.2.3 Poids relatif du thymus
Le poids relatif du thymus a également été étudié.résultats sont présentés ci-dessous.
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Graphe 44.Poids relatif du thymus, exprimé en % massiquealdspcorporel total, chez les rats
femelles.
Graphe 45.Poids relatif du thymus, exprimé en % massiquealdspcorporel total, chez les rats
males.

La comparaison des valeurs médianes des diffégeatgpes de rats montre une tendance a la
régression du poids relatif du thymus pour les feselles exposés a des lots de blé artificielldmen
contaminés en OTA. Pour les rats males, aucunessign thymique n’est observée.

3.3.1.1.2.4 Poids relatif des poumons, des testx;ules ovaires, du cceur et du cerveau

Aucune différence significative, en relation avexposition des rats a I'OTA, n’est observée
concernant le poids relatif des poumons, des tédsicdes ovaires, du cceur ou du cerveau en fonctio
de I'exposition des rats a 'OTA.

3.3.1.1.3 Conclusions
Nous avons résumé les résultats obtenus dandéata?bs.
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sexe Groupes de rats femelles  Groupes de rats m@ales
N° de groupe 1 3] 4 5 6 1 3 4 b 6
Poids total reff =| =| = = réf = g 3 3
Gainde poidsen28jours ref  E E E 1é6f = |= |= |=
Poids relatif des reins réf  + o+ rgf ~ |~ |~
Poids relatif du foie ref -~ - - 9 réf -

Poids relatif du thymus ref 4 3 1+ 1 réf = B F
Poids relatif des poumons ref ~ & |- = péf | |= |- |=
Poids relatif des gonades réf = [ |= [+ f(éf |= |= |= |=

Poids relatif du coeur ref x4 FooF oref = E =

Poids relatif du cerveau réf £ = = = rpf = |= |=

Réf : groupe de référence
+ : augmentation par rapport au groupe 1
- : réduction par rapport au groupe 1
~: Tendance a la baisse (au vu des valeurs mésd)jane
=: pas de variations du parameétre par rapport awgpe 1

tableau 25. : variations du poids total, du gain de poids aigsie du poids relatif des différents organes en
fonction du sexe et du groupe.

Dans cette étude, nous avons constaté que, nide porporel total, ni le gain de poids des rats
ne sont affectés suite a I'exposition de ceux-tiOFA. Au cours d’'une autre étude, effectuée au
laboratoire sur les rats Dark Agouty, une baissegdin de poids avait été observée lorsque les
animaux étaient exposés pendant trois semaines.g/k§ pc/jour d'OTA. (Molinié, 2004).

Un retard de croissance sur des rats de la racea\V&siite a I'exposition de ceux-ci a I'OTA
via l'aliment, avait été mis en évidence pour des siasgérieures a 480ug/kg pc/ jour lors d'un
traitement pendant 14 jours (Muneb al, 1974). Une étude menée pendant 90 jours suralss r
Wistar, méales et femelles, a permis d'établir laedpour laquelle on n'observe aucune réduction du
gain de poids a 75ug/kg pc/j. Les doses d’expas@idOTA testées dans notre étude, comprises entre
170 ng/kg pc/jour et 8ug/kg pc/jour, sont trés éangnt inférieures a celles testées par Metral. ,
ce qui explique pourquoi nous n'observons aucundifioation.

Quelques variations sont observées concernantidis pelatif des organes. Le poids relatif du
rein, organe cible de I'OTA, n’est pas significativent modifié chez les rats males, bien qu'une
tendance a la baisse soit notée. Chez les ratdlésmen observe une réduction du poids relatif du
rein, notamment dans les groupes 4 et 5, exposésaes respectives de 0,5 et 3,5 pug d'OTA/kg
pc/jour. Une diminution du poids relatif du reirég observée chez des rats males et femelles de la
race Wistar, suite a I'exposition de ceux-ci a I/Qpar I'aliment, pendant 90 jours (entre 16 et 370
pg d’OTA/kg pcljour). Cet effet n'est plus obsep@ur des doses d’expositions inférieures ou égales
a 16pg/kg pc/jour (Munret al, 1974). Il est intéressant de noter que bien gudoke d’exposition,
ainsi que la durée du traitement, soient plus éailgjue celles testées dans la littérature, I'éfbatiue
de 'OTA peut étre observe chez les rats feme#lag,doses que nous avons testées.

L'effet d’'une exposition a 'OTA est plus prononaé niveau hépatique, ou une réduction du
poids relatif est visible chez les rats males mieiées.

Pour les rats femelles, on note également une meeda une diminution de la masse du
thymus ; cet effet a été observé chez des poutpsés a des doses d’OTA comprises entre 0,5 et 2
mg/kg pc pendant 21 jours (Singt al, 1990) ainsi que chez des rats de la race Figelevant
I'OTA par gavage (1 a 4mg/kg pc/jour pendant 163p(YNTP, National Toxicology Program, 1989).

En ce qui concerne le poids relatif des autresragécerveau, organes sexuels et poumons), les
variations observées sont ponctuelles, ne concemgnn groupe de rats males ou femelles, et
peuvent par conséquent difficilement étre misesetation avec I'exposition a 'OTA. Cependant, des
augmentations du poids relatif du cerveau ainsumgi’'atrophie du thymus ont été observées suite a
I'exposition de rats de la race Fischer a de I'Q¥ak gavage (4 et 16mg/kg pc/jour pendant 16 jaurs,
raison d’'une dose 5 jours sur 7 jours) (NTP, 1988)cours de notre étude, une atrophie thymique est
observée chez les femelles du groupe 3, et uneentgtion du poids relatif du cerveau est visualisée
chez les rats méales de ce méme groupe. Curieuseamenh effet n’est observé dans les autres
groupes de rats males et femelles.
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3.3.1.2 Hématologie et Biochimie du sang

3.3.1.2.1 Hématologie

La numération des éléments sanguins, ou hémograeshen examen essentiel qui apporte des
renseignements sur les cellules sanguines, syréeessus de défense immunitaire, sur I'némostase
(phénoméne de coagulation).

Les paramétres hématologiques suivants ont éténuétss, sur le sang des rats a la fin de la
période de traitement :

- concentration en leucocytes (concentration entrophiles, éosinophiles, basophiles,
monocytes et lymphocytes)

- concentration en érythrocytes,

- concentration en thrombocytes,

- concentration en fibrinogéne

- temps d’activation plaquettaire.

3.3.1.2.1.1 Taux leucocytaire sanguin

Les résultats obtenus concernant la concentratiolewcocytes sont présentés ci-dessous, sur
les graphes 46 et 47.
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Graphe 46.: concentration en leucocytes dans le sang desfeat®lles des différents groupes,
exprimé en g/l de sang.

Graphe 47.: concentration en leucocytes dans le sang degatssnales des différents groupes,
exprimé en g/l de sang.

On observe, aussi bien chez les males que chéntetles une diminution du taux leucocytaire
sanguin. La concentration en leucocyte est sigtifiement réduite chez les rats femelles et méss d
groupes 5 et 6 recevant les lots de blé les plotantnés (40 et 100pg d’'OTA/kg). Cette diminution
du taux leucocytaire est liée a la diminution dguantité de lymphocytes présents dans le sang, mai
également a celle des monocytes sanguins, netteéduite chez les rats femelles des groupes 5 et 6
(cf graphes 81 a 84 ci-contre).

Une baisse du taux de globules blancs peut étreédeltat d’'une atteinte du systéme
immunitaire.

3.3.1.2.1.2 Taux érythrocytaire

Les résultats concernant le taux sanguin en glshuleges sont présentés sur les graphes 48 et
49.
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Graphe 48.concentration sanguine en érythrocytes chez les feanelles des différents groupes,
exprimé en nombre de cellules/I.

Graphe 49.concentration sanguine en érythrocytes chez les males des différents groupes,
exprimé en nombre de cellules/I.

Pour les rats males exposés a des lots de blécialtifment contaminés en OTA, la
concentration sanguine en érythrocytes est sigiifiement accrue. On note un effet « en cloche »
avec l'effet le plus prononcé pour les rats du peod, exposés a une dose intermédiaire en OTA
(500ng/kg pcljour). Pour les rats femelles, 'augtaon de la concentration érythrocytaire est
significative uniqguement au sein de ce groupe 4vaat le lot de blé contaminé a 7pg/kg d’'OTA.
Etant donnée la forte hétérogénéite, I'effet « kache » est moins visible chez les rats femelles qu
chez les méles.

Une augmentation du taux d’érythrocytes est un piméme peu courant qui est observé sous
I'effet d’un stress oxydatif. Cet effet, chez lessrméles, peut étre mis en parallélle avec lactigpde
I'OTA a induire un stress oxydatif (Rahimtudaal, 1988).

3.3.1.2.1.3 Facteurs de la coagulation

Les parameétres conditionnant la coagulation saegtels que la concentration plaquettaire, la
concentration en fibrinogene, ou la déterminatian témps d’agrégation plaquettaire ont été
déterminés.

» Concentration plaquettaire

Une augmentation des plaquettes définit une thragtbse, souvent observée au cours de
processus inflammatoires ; une baisse des plagu#tt®mbopénie) traduit un risque hémorragique.

Les résultats, concernant la concentration sangnnagaquettes, sont présentés sur les graphes
50 et 51.
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Graphe 50.concentration plaquettaire dans le sang de ratselas des différents groupes,

exprimé en nombre de cellules/I.
Graphe 51. concentration plaquettaire dans le sang de ratsesmées différents groupes, exprimé

en nombre de cellules/I.

Chez les femelles, les valeurs médianes de la otnatien plaquettaire sont augmentées dans
tous les groupes de rats recevant un lot de hikciitement contaminé en OTA. La concentration
plaquettaire est significativement supérieure, i 1 groupe de référence, dans les groupes 3 et 6

Considérant I'importante variabilité de ce parameétnez les rats males, on peut considérer que
la concentration plaquettaire n'est pas signifiatient modifiée chez les rats males des différents
groupes, bien que les valeurs médianes des gr8ugte$ soient nettement diminuées.

» Concentration en fibrinogene
Le fibrinogéne est une protéine fabriquée par ie, fgui, en cas d’activation de la coagulation,
est transformée dans le sang en fibrine, princigadetéine constitutive du caillot sanguin.
Son dosage est utilisé dans l'exploration des psace inflammatoires et des troubles de la
coagulation sanguine. Une augmentation du tauxbd@dgéne sanguin traduit un état inflammatoire.
Une baisse du taux de fibrinogéne sanguin s’obsameas d’insuffisance hépatique. La concentration
sanguine en fibrinogéne, pour les rats femellesédes, est présentée sur les graphes 52 et 53.
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Graphe 52

Graphe 52.Concentration en fibrinogéne, en g/l, dans le sdeg rats femelles
Graphe 53.Concentration en fibrinogéne, en g/l, dans le sdeg rats males
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La concentration en fibrinogene, dans le compartinsanguin, est variable, en fonction du
niveau de contamination en OTA du blé recu parrés. Un effet « en cloche », en fonction de
I'exposition & 'OTA, est observé concernant la @amtration en fibrinogene pour les rats méales. On
observe une augmentation significative de la camagon sanguine en fibrinogéne dans les groupes 4
et 5 des rats males, recevant respectivement mneicontaminé a 7 et 40ug d’OTA/kg de blé. Pour
la dose intermédiaire d’exposition (40pg OTA/Kkg)bkén note seulement une tendance a la hausse
chez les rats femelles. Pour le groupe exposé coriaentration en OTA la plus élevée (100ug
OTA/kg de blé), on observe une concentration saregan fibrinogéne similaire a celle du groupe 1,
groupe recevant un blé non artificiellement contemén OTA, pour les rats femelles et méales. Ceci
indique que de faibles expositions a I'OTA activenprocessus d’'inflammation.

3.3.1.2.2 Biochimie sanguine

Le bon fonctionnement des organes vitaux, comnfeiéeet le rein, peut étre apprécié par la
mesure de certains facteurs biochimiques du samdpilan rénal comprend un ionogramme sanguin
(mesure des électrolytes : sodium, chlore, potagdiicarbonate, phosphore inorganique, calcium), la
détermination de la concentration en urée et eatioide plasmatiques. Le bilan hépatique comprend
le dosage de plusieurs enzymes dans le sangyestent spécifique du foie et fabriquées (au moins
en partie) par le foie : les transaminases (ASALAR), la phosphatase alcaline (ALP), la gamma
glutamyltranspeptidase (GGT). D’autres dosages wsasg tels que ceux du cholestérol, du
fibrinogéne, et de I'albumine, reflétent moins dfi¢aement I'activité du foie mais sont néanmoins
des marqueurs du métabolisme hépatique.

Les paramétres suivants ont été analysés :

- chlore (C),

- sodium (N&),

- potassium (K),

- calcium (C&),

- phosphore inorganique (I. Phosp),

- glucose,

- urée,

- créatinine,

- cholestérol,

- triglycérides,

- phosphatase alcaline (ALP),

- aspartate aminotransférase (ASAT),

- alanine aminotransferase (ALAT).

3.3.1.2.2.1 Concentration sanguine en électrolytes

L'étude de la concentration plasmatique en ionsuso@Na), potassium (K), chlore (Cl,) et
bicarbonates (COB renseigne sur ['équilibre hydro-électrolytique dlorganisme, c'est-a-dire
I'équilibre entre les différents ions dans le plas@et équilibre est physiologiquement assuré gar |
rein, mais aussi par la peau, la respiration sy$téme digestif.

Concentration en CI

Les variations de la concentration en” €int habituellement paralléles a celles du sodium.
est aussi en relation avec le bicarbonate, puisgualévation du taux de chlore dans le sang peat ét
liée a une perte excessive de bicarbonate dansitess. Une baisse du taux de chlore dans le sgng e
souvent le reflet d’'une insuffisance rénale, avemrtep excessive de sels ou d'un mauvais
fonctionnement de I'hormone antidiurétique, etdune insuffisance hépatique.

Les résultats concernant la concentration éeddk présentés sur les graphes 54 et 55.
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Graphe 54.concentration en Clexprimé en mmol/l, dans le sang des rats femd#sdifférents
groupes.
Graphe 55.concentration en Cl exprimé en mmol/l, dans le sang des rats malesdif&rents
groupes.

La concentration en Cldans le sang des rats femelles et des rats maéest pas
significativement modifiée. Néanmoins, on observee uendance a une diminution de cette
concentration, en fonction de I'exposition des Gat¥OTA. Les valeurs médianes des groupes de rats
recevant des lots de blé artificiellement contamieé OTA, sont inférieures a celle du groupe de
référence, cet effet étant d’autant plus marquél'guposition des rats a 'OTA est élevée. Pour les
rats méales du groupe 6, la diminution est signifieapar rapport au groupe 1.

« Concentration en Nd

L'ion sodium (N&) est trés important dans le maintien de I'hydi@tat'un organisme. Il
représente l'essentiel des cations du milieu exdliadaire. La natrémie représente schématiquehaent
rapport entre la quantité de sel et la quantitéujgrésente dans I'organisme. On note une baisse du
taux de sodium sanguin lors d’'une insuffisance Ieesaec perte importante de sels ou lors d'un
mauvais fonctionnement de I'hormone anti-diurétique

Les résultats concernant la concentration ehdsat présentés sur les graphes 56 et 57
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Graphe 56.concentration en Na+, exprimé en mmol/l, dans legsdes rats femelles
Graphe 57.: concentration en Na+, exprimé en mmol/l, dansdag des rats males

149



Résultats
Chapitre 3 : Etude sub-chronique d’'une expositierrats a I'OTA : toxicocinétique, toxicité générale

génotoxicité de 'OTA in vivo
La concentration en Naliminue significativement pour les rats femelles baisse est fonction
de la dose d’exposition : plus I'exposition a 'OEAt élevée, plus la baisse est importante. Psur le
rats males, cet effet est moins progressif. Lactiolu de la concentration en Nalans le sang des
males, est significative au sein du groupe de netsvant le lot de blé contaminé au plus fort taux
d’OTA (100ug/kg de blé). Ceci indique que les dadesposition les plus élevées testées dans notre
étude induisent déja une dérégulation de la fonctnale.

« Concentration en K’

L'ion potassium (K) est trés important dans I'organisme. Il représtnprincipal cation du
milieu intra-cellulaire. Des anomalies de la concaion en K sont fréquemment a l'origine de
troubles cardio-vasculaires. Il y a hypokaliémiesld’acidose au niveau des tubules rénaux et
hyperkaliémie lors d'insuffisance rénale importante

Les résultats concernant la concentration &€sdfit présentés sur les graphes 58 et 59.
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Graphe 58.concentration en K en mmol/l, dans le sang des rats femelles
Graphe 59.concentration en K en mmol/l, dans le sang des rats males

La concentration en Kne varie pas de facgon significative, que ce duizdes rats males ou
femelles. Tout au plus, on observe une tendan@ugnhentation de la concentration ef khez les
rats males exposés aux doses intermeédiaires d’QrAvisualise a nouveau un effet « en cloche » en
fonction de I'exposition a I'OTA. Cette tendancd asprendre en compte dans le contexte d’'une
altération de la fonction rénale.

« Concentration en C&"

Le calcium représente le cation le plus importantterme de quantité, de l'organisme (entre 1
et 2 kg de calcium chez un adulte), mais seulepatite partie joue un roéle dans I'équilibre ceihala
et la transmission nerveuse. Lors d’'insuffisancele chronique, ou lors d’hypothyroidie, la calogmi
baisse, alors qu’elle augmente lors d’hyperthyeo@i d’atteinte osseuse.

La concentration en €aest présentée sur les graphes 60 et 61.
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Graphe 60.concentration en G4, en mmol/l, dans le sang des rats femelles dégéretifts
groupes.

Graphe 61.concentration en G4, en mmol/l, dans le sang des rats males degeiffEgroupes.

La concentration sanguine en?Caugmente chez les femelles en fonction de la doste
augmentation est significative pour les groupets@ par rapport au groupe 1. Chez les méales, aucune
variation significative de la concentration en’Qalest observée, a I'exception du groupe 4, pour
lequel, une baisse significative est observée. Dagsoupe 3, on observe également une tendance a
une réduction de la concentration sanguine enuwa|ctependant, celle-ci n’est pas significative du
fait de la présence dans ce groupe d’un animaltayeconcentration en €ale 1,92 mmol/l, valeur
considérée comme non représentative du reste dy@noar le logiciel statistique, et, éliminée de ce
fait de la représentation graphique.

» Concentration en phosphore inorganique

Le phosphore est un élément trés important dangahisme, non seulement en coopération
avec le calcium pour maintenir la structure ossewsgs aussi pour toutes les cellules de I'orgagism
en leur fournissant de I'énergie directement adaesgar I'ATP. Le phosphore existe dans le plasma
sous sa forme minérale d'acide orthophosphorigge@}, et sous la forme de ses différents sels qui
sont essentiellement H4PO, et NaHPO, souvent désignés par phosphore inorganique. Céest ¢
phosphore que nous avons dosé. Le phosphore ouganigtrouvé dans les phospholipides,
phosphoprotéines, acides nucléigues, adénosindoggmate (ATP), nicotinamide adénosine
dinucléotide phosphate, 2,3-bisphosphoglycérate. et@st pas pris en compte.

Lors d'insuffisance rénale chronique, le taux deggiore inorganique dans le sang augmente.

Les résultats concernant la concentration en plowspmorganique sont présentés sur les
graphes 62 et 63.
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Graphe 62.concentration en phosphore inorganique, en mmdéhs le sang des rats femelles
des différents groupes.

Graphe 63. concentration en phosphore inorganique, en mmadélhs le sang des rats males des
différents groupes.

La concentration en phosphore inorganique n’estspgsficativement modifiée chez les rats
femelles. Par contre, celle-ci est significativetrmigmentée dans le sang des rats males du groupe 4
exposeés a une dose intermédiaire en OTA (500ngzkgyr). On observe, a nouveau, un effet « en
cloche ».

3.3.1.2.2.2 Concentration sanguine en glucosegeskérol, urée, créatinine et triglycérides

» Concentration en glucose

Le glucose est le principal sucre de I'organismestQui qui apporte I'énergie a la plupart des
cellules. Il obéit a une régulation trés précisefqil que sa concentration reste constante alésmen
gue les apports alimentaires sont discontinus.

Une hyperglycémie est due a un dysfonctionnemergathecréas aboutissant au diabéte ; alors
gu’une hypoglycémie indique une insuffisance héjpati

La concentration en glucose, dans le sang n’estnpadifiée en fonction du niveau de
contamination en OTA du blé regu par les animaux.

Ceci confirme qu'aux doses d’expositions des ratsOdA, aucune atteinte hépatique ne
survient.

» Concentration en cholestérol

L’hypothyroidie et les syndromes néphrotiques soiiorigine d’'une hypercholestérolémie ;
alors que I'hyperthyroidie, une hépatite sévereuna cholestase (anomalie de la sécrétion biljaire)
entrainent une hypocholestérolémie

La concentration en cholestérol dans le sang desles différents groupes est présentée sur les
graphes 64 et 65.
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Graphe 64.concentration en cholestérol, en mmol/l, dans legsdes rats femelles
Graphe 65.concentration en cholestérol, en mmol/l, dans leysales rats males

La concentration en cholestérol n'est pas sigrtifiemnent modifiée, pour les rats males et
femelles, recevant les lots de blé artificiellemeantaminés en OTA. Néanmoins, une tendance a
'augmentation, par comparaison des valeurs médjamnble étre observée chez les femelles suivant
un effet en « cloche » ; ceci peut étre un artéfanteffet, au sein du groupe 5 des rats femdbes,
concentration en cholestérol dans le sang desesttaccrue, cependant, on note la présence d'un
animal ayant une concentration en cholestérol qaigrement faible (1,9mmol/l), non prise en
compte par le logiciel statistique.

» Concentration sanguine en urée

Le dosage de l'urée permet en premier lieu de Eaiser une insuffisance rénale. L'urée peut
étre abaissée en cas d'insuffisance hépatiqueeséuéan cas de jeline prolongé. L'urée est augmentée
en cas d'insuffisance rénale, quelle que soit sigime.

La concentration sanguine en urée est présentéessyraphes 66 et 67.
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Graphe 66.concentration en urée, en mmol/l, dans le sangatssemelles.
Graphe 67.concentration en urée, en mmol/l, dans le sangakssmales.
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La concentration en urée est significativement amgége dans le sang des rats femelles des
groupes 3, 4 et 5, recevant un aliment artificrel@t contaminé en OTA. Aucune variation n’est
observée chez les rats males.
Cette variation de la concentration en urée perg Bt signe d'une insuffisance rénale ;
néanmoains, il est & noter que les rats ont été isoarmne période de jelne avant le prélévement du
sang, lequel peut étre partiellement a I'origind’eliéet observé.

» Concentration en créatinine

La créatinine, dans l'organisme, provient de laradgtion de la créatine qui est, d'une part
contenue dans l'alimentation, et d'autre partyitegar I'organisme (et principalement localisaad
les muscles). La créatinine est exclusivement ébmipar les reins, ce qui en fait un tres bon
marqueur de la fonction rénale.

La créatinine s'éleve, par accumulation, dans $olgs insuffisances rénales. Une baisse est
observée lors de dénutrition.

La concentration en créatinine est présentée sgriphes 68 et 69.
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Graphe 68.concentration en créatinine, en umol/l, dans legsdes rats femelles
Graphe 69.concentration en créatinine, en umol/l, dans legsdas rats méles

Pour les rats males, le taux en créatinine dasang n’'est pas modifié pour les rats exposeés a
des doses inférieures ou égales a 3,5ug/kg pchaurobserve une tendance a la baisse du taux de
créatinine, chez les rats males du groupe 6, espoteplus forte dose d’OTA (8500ng/kg pc/jour).

Pour les rats femelles, on n'observe pas de vanatignificatives de la concentration sanguine
en créatinine. Néanmoins, une tendance a la dinimau taux de créatinine est observée pour les
groupes 3, 4 et 5, le taux en créatinine des ratgaupe 6 est équivalent a celui des rats du graup
on observe un effet « en cloche », avec un effeim@ pour les expositions intermédiaires en OTA.

Ces tendances a la baisse observées ne traduisgsgmblablement pas une altération de la
fonction rénale ; celles-ci peuvent éventuellengepliquer par le fait que les animaux avaienhged
le jour précédant le prélevement sanguin.

» Concentration en triglycérides

Les triglycérides font partie des graisses dedpigme, rapidement métabolisables pour fournir
de I'énergie. Les triglycérides sont augmentés awrsc des pancréatites aigués (mais
I'hypertriglycéridémie peut induire une pancréatite

La concentration sanguine en triglycérides estgmtée sur les graphes 70 et 71.
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Graphe 70.concentration en triglycérides, en mmol/l, dansdeg des rats femelles
Graphe 71.concentration en triglycérides, en mmol/l, dansdeg des rats males

La concentration en triglycérides n’est pas modifig@ I'exception de celle du groupe de rats
males 4, exposés a 500ng d’OTA/kg pc/j, qui estrargée.

3.3.1.2.2.3 Concentration sanguine en phospeatakaline (ALP), aspartate amino
transférase (ASAT), alanine amino transférase (ALAT

Les transaminases sont des enzymes importante®rdanisme, dont le role consiste a
transférer un groupe amine lors des nombreux psaoseshimiques qui se déroulent au niveau
hépatique. Les organes les plus riches en ces @szgont le foie, en ce qui concerne les ALAT
(Alanine Amino Transférase ou Glutamate Pyruvaaagaminase), et les muscles, y compris le cceur,
en ce qui concerne les ASAT (Aspartate Amino Trérasfe ou Glutamate Oxaloacétique
Transaminase)

Toute altération de ces organes va conduire a ingeation des transaminases. Lorsque
I'élévation de I'ALAT est supérieure a celle de 8AT, ceci signifie qu'il y a une atteinte hépatique
Dans le cas d'atteinte musculaire ou cardiaqudpmud’hypothyroidie, ’ASAT augmente plus que
'ALAT.

e« Concentration en ALP

Les phosphatases alcalines sont des enzymes mes@ms pratiquement tout I'organisme, mais
avant tout dans le foie et les 0s. Une diminutienlal concentration en phosphatases alcalines est
rencontrée lors de cas d’hypothyroidie et d'insaffice hépatique sévére. Une élévation des
phosphatases alcalines s’observe lors maladiesdiglisires.
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Graphe 72.concentration en ALP, en Ul/l, dans le sang des famelles
Graphe 73.concentration en ALP, en Ul/l, dans le sang des raéles

Quel que soit le groupe ou le sexe des animaugpit@entration sanguine en ALP n’est pas
significativement modifiée.

« Concentration en ASAT
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Exposition a 'OTA croissante

Graphe75

Graphe 74.concentration en ASAT, en Ul/l, dans le sang desfeanelles
Graphe 75.concentration en ASAT, en Ul/l, dans le sang desndles

La concentration sanguine en ASAT n’est pas maaifiéur les rats femelles. Chez les rats
males des groupes 3 et 4, la concentration sangnif&SAT est augmentée par rapport au groupe 1 :
on observe un effet « en cloche ».

 Concentration en ALAT
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Graphe 76.concentration en ALAT, en Ul/l, dans le sang des famelles
Graphe 77.concentration en ALAT, en Ul/l, dans le sang d¢s males

La concentration sanguine en ALAT ne varie pasi@gtivement, et ce quel que soit le groupe
ou le sexe des rats. Au sein du groupe 3 des eatglles, deux animaux ont une concentration
sanguine en ALAT (24Ul/l et 41Ul/l) qui est congiéé comme non représentative du groupe par le
logiciel statistique ; de plus, la valeur d’'un aalrdu groupe 1 est exclue par le logiciel (50 UL&
prise en compte de ces deux valeurs, ainsi que dell'importante variabilité existant concernant |
concentration en ALAT conduisent a considérer kasations observées au sein du groupe 3 de rats
femelles comme non significatives.

La concentration en ALAT est modifiée chez les rafdes (graphe 77). Cependant, celle-ci ne
s'accompagne pas d'une variation de la concentraio ASAT, montrant que la fonction hépatique
n'est pas altérée.

3.3.2 Génotoxicité

Nous avons cherché a déterminer le potentiel g&itpte de I'OTA par la mise évidence la
formation d’adduits & ’ADN dans les organes dés.raa formation d’adduits & 'ADN est une étape
déterminante dans la survenue des cancers (Hemetiaki2000). Nous avons recherché la formation
d’adduits a I'ADN dans les organes cibles de I'O{F®ie et reins).

L’ADN a été extrait sur un mélange d’organes desiglurs individus du méme groupe de rats,
et les adduits ont été marqués &t Pa séparation est réalisée par migration multitisionnelle sur
des plagues de chromatographie en polyethyleneeirf@ohangeuses d’anions). La séparation des
adduits, au niveau de I'ADN rénal et hépatiquetéréalisée selon deux techniques : la technique
avec transfert des adduits par contact (contactteat, méthode classiquement utilisée au laboggtoi
et la technique de séparation multidirectionnedlans contact-transfert. Ces deux techniques sont
décrites au paragraphe matériel et méthode.

3.3.2.1 Potentiel génotoxique de 'OTA au niveau ral

3.3.2.1.1 Etude de la formation des adduits a I’ApEr la méthode chromatographique
multidimensionnelle

Un exemple d’'autoradiogramme, obtenu suite au naaygue 'ADN rénal des rats males du
groupe 6, est présenté ci-dessous (Autoradiogradine
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Autoradiogramme 30 : dénomination des principaudiats a I’ADN des reins de rats exposés a
'OTA : exemple de rats du groupe 6.

La séparation par chromatographie multidimensidandts adduits a 'ADN des rats permet
une bonne séparation et identification des addaépendant, on note sur les chromatogrammes la
présence d'impuretés qui contribuent a augmenterui¢ de fond.

Les principaux adduits a 'ADN détectés au niveénal sont numérotés de A a G. Plusieurs
adduits minoritaires sont également détectés suadeoradiogrammes, cependant, ils sont en dessous
du seuil de quantification du bioimager (1 adda®" nucleotide), et n'ont donc pas été pris en
considération. L'adduit « B » migre en bord de pkacet est parfois perdu. Ces adduits ont été
guantifiés et les résultats sont présentés sgrégshes 78 et 79.

80,
70,
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0,

Graphe 78. quantification des différents adduits a 'ADN, erombre d’adduits/1Dnucléotides,
dans le rein des rats femelles des différents ggeup
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Graphe 79.quantification des différents adduits a 'ADN, eantbre d’adduits/1Dnucléotides,
dans le rein des rats males des différents groupes.

On détecte la présence d’adduits a 'ADN quelle spi¢ la dose d’exposition des animaux. I
apparait de fagon assez évidente que les résoitesus pour les animaux des groupes 4, femelles ou
males, sont « inattendus » au vu des résultataabigour les autres groupes. En effet, on ne @étect
que trées peu d’'adduits & I'ADN des rats du groupealdrs que des adduits, en quantité
systématiqguement supérieure, sont détectés surN'Ales rats des autres groupes. Au cours du
marquage de I'ADN, les étapes de contrdle témoigaanbon fonctionnement de I'hydrolyse de
’ADN ainsi que de I'étape de I'enrichissement anlacléase P1 ont été réalisées. Le marquage des
nucléotides normaux, témoigne non seulement déckeité de I'étape d’hydrolyse, mais aussi, nous
permet d’estimer la quantité de mononucléosiderﬂ;oled: d’évaluer la quantité d’ADN marquée.

.‘ pr
uei ".

$ e ? : & &

s B # :
6F 5F 4F 3F 2F 1F iF 2F 3F 4F 5F 6F
Autoradiogramme 31 Autoradiograen®2

Autoradiogrammes 31 et 32 : Marquage des nucléstid@maux aprés hydrolyse de 'ADN
(Autoradiogramme 31) et apres enrichissement auldéase P1(Autoradiogramme 32)

Il apparait, en étudiant les deux contrbles (i)nd@rquage des nucléotides normaux et (ii)
d’efficacité de la nucléase P1l, que I'ADN est coraldement hydrolysé en nucléosides-3'-
monophosphates, cependant, la quantité de nuaéatichrqués radioactivement est trés inférieure a
celle des autres échantillons. La faible quantiédoll sur laquelle est réalisée le marquage, exgiqu
le peu d'adduits détectés sur 'ADN des rats feesetlu groupe 4. Aucune anomalie n'est détectée
lors du contréle du bon déroulement des étapesddityse de 'ADN et d’enrichissement a la
nucléase Fpour I'’ADN de reins de rats du groupe 4.

Les résultats obtenus lors du marquage des addUA®N des rats femelles du groupe 4 sous-
estiment la quantité réelle d’adduits formeés, etseeont pas pris en compte. D’'un point de vue
gualitatif, le méme type d’adduit est détecté dangin des rats males et femelles.

159



Résultats
Chapitre 3 : Etude sub-chronique d’'une expositierrats a I'OTA : toxicocinétique, toxicité générale
génotoxicité de 'OTA in vivo

D’un point de vue quantitatif, I'adduit A, majorita, est formé en quantité supérieure chez les
rats femelles par rapport au rat male, excepté darse forte exposition pour laquelle le taux de
'adduit « A » est plus important chez le male.fbamation de cet adduit « A », aussi bien chez les
femelles que chez les males, présente un aspedatloehe. Les adduits « B» et «E » sont
préférentiellement formés chez les méles. Chezéke nta formation de I'adduit « B » présente une
allure en «cloche » alors que I'adduit « E » g'irdifie quand I'exposition des rats méales a 'OTA
augmente. L’adduit « G » n'est détecté que dangylespes de rats exposés aux plus fortes doses
d’OTA, et son intensité est supérieure dans leggdiide rats males, par rapport a celle mesurée dan
le groupe 5 de rats males. L'évolution de l'intédsile chaque adduit pris individuellement est
complexe, car chaque adduit n’évolue pas de la nmdamére en fonction de la dose ou du sexe.

L'analyse du niveau d’adduction dans sa globalithime que chez les rats femelles, le niveau
d’adduction est stable ou croit légérement dansgtesipes 1, 3, et 5. La quantité d'adduits est
nettement réduite pour la dose d’exposition la plesée.

Chez les rats méles, le taux d’adduit diminue lég@nt dans le groupe 3 puis augmente dans le
groupe 5 pour finalement diminuer dans le groupeos& a la plus forte dose. Aucune évolution
logique, en rapport avec le niveau d’expositiondés, ne peut étre dégagée.

Il apparait que I'exposition des rats males et flveea des quantités tres faibles d'OTA
(40ng/kg pcljour) conduit a la formation d’addutSADN au niveau rénal.

3.3.2.1.2 Etude des adduits a I'’ADN de rein pamteéthode chromatographique
bidimensionnelle avec contact-transfert

Pour confirmer ou infirmer les résultats précédemnabtenus, les adduits a ’ADN, marqués
radioactivement selon le méme protocole ont étéarédp par la méthode de séparation par
chromatographie bidimensionnelle avec « contacisteat ».

Les adduits a ’ADN ont été recherchés de facotividdelle sur 3 animaux de chaque groupe
de rats males et femelles. Un exemple du profienl#sest schématisé ci-dessous (Autoradiogramme
33).

Autoradiogramme 33 : Profil chromatograp'hiue (snénn par la méthode de contact-transfert) des
adduits détectés sur 'ADN rénal des rats maldemielles.

Nous constatons que cette méthode conduit a ureradigm différente de celle observée
précédemment.

La séparation des adduits par cette méthode peatenetétecter la formation de 3 adduits a
I’ADN des reins des rats méles et femelles. Le mentbadduits totaux détecté sur ’ADN de chacun
des trois animaux de chacun des groupes a étériliééeet les résultats obtenus sont présentéssur le
graphes 80 et 81.
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Graphe 80 Graphe 81

Graphe 80.quantification des adduits & I’ADN, en nombre d’ails/10 nucléotides, dans le rein
des rats femelles
Graphe 81.quantification des adduits & I’ADN, en nombre d’ails/10 nucléotides, dans le rein

des rats males

La relation dose-effet, entre I'exposition a 'O®A la formation d’adduits a I’ADN, n’est pas
de type linéaire. On observe un effet « en clocheussi bien chez les rats méles que chez les rats
femelles. Les rats males et femelles du groupexgosés a une dose intermédiaire d’'OTA (500
nanogramme/kg pcl/jour), ont le plus grand nombraddlits & I'ADN. Le taux d’adduits est
globalement le méme chez les méles et les femalkesxception du groupe 4 pour lequel, le taux
d’adduit est nettement supérieur chez les ratssygierapport aux femelles (facteur 2).

3.3.2.2 Potentiel génotoxique au niveau hépatique

3.3.2.2.1 Séparation des adduits a '’ADN de foie paromatographie multidimensionnelle

Les adduits a I'ADN ont été recherchés dans le foés rats et ont été séparés par
chromatographie multidimensionnelle. Le profil diaits « type » observé au niveau hépatique est
fourni ci-dessous (Autoradiogramme 34).

Autoradiogramme 34 : Profil chromatographique deslaits détectés sur I’ADN hépatique des rats
méles et femelles.
Les adduits hépatiques sont identifiés par deetette « H » a « L ». Les adduits quantifiés sur
I’ADN hépatique des rats méales et femelles sorggmtes ci-dessous sur les graphes 82 et 83.
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Graphe 82.quantification des adduits présents sur 'ADN hépse des différents groupes de rats
femelles, en nombre d’adduits par’ticléotides.
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Graphe 83. quantification des adduits présents sur 'ADN hiépse des différents groupes de
rats males, en nombre d’adduits par Hucléotides.

Comme pour le rein, I'analyse de I'adduction glebaé permet pas de dégager une tendance
claire de I'évolution de I'adduction, en fonctioe tlexposition : certains adduits augmentent quand
I'exposition augmente alors que d'autres diminuddbus nous sommes plus particulierement
intéressé a l'adduit « K », dont les propriétésonfatographiques semblent identiques a celles de
l'adduit « C » du rein, et & l'adduit « H» qui d&dduit majoritairement formé chez le male.
L'intensité de I'adduit « K » dépend de la dosexg@sition des rats males. On observe une formation
en «cloche » chez les femelles avec la formati@ximale de cet adduit pour le groupe 5. La
formation de I'adduit « H » augmente de maniérédire pour les faibles expositions puis plafonne
chez le male. Chez la femelle, cet adduit est foemémoindre quantité, suivant un schéma en
« cloche ».1l est & noter que les chromatogramrbésnas lors du marquage de I'ADN de foie des
rats, comme précédemment avec I’ADN de rein, onbnuit de fond élevé, pouvant conduire a une
surestimation du nombre d’adduits a I’ADN réelletgrésent.
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Généralement, la présence d'un bruit de fond élaiudsi que celle d'impuretés marquées
radioactivement, est liée a une mauvaise purificatie I’ADN. Néanmoins, les analyses menées pour
évaluer le degré de pureté ne mettaient en évidemasme contamination de type protéique, ni une
contamination de type ARN. Le bruit de fond peutvenir du fait que, pour éviter une perte des
adduits, nous sommes obligés d’augmenter la fancigile du solvant, ce qui a pour effet de retenir
sans doute aussi certaines impuretés.

La méthode utilisée pour la séparation des addpéts,chromatographie multidimensionnelle,
ne nous permet pas d'éliminer certaines impuret&ntaellement présentes dans les échantillons
d’ADN hépatique, impuretés éliminées lors de ligition de la technique de séparation avec
« contact-transfert ». Nous avons répété le maeyuag adduits a '’ADN hépatique et avons séparé
les adduits par chromatographie bidimensionnek @ontact transfert.

3.3.2.2.2 Séparation des adduits a I’ADN de foie paromatographie bidimensionnelle avec
contact-transfert

Les adduits ont été recherché sur I’ADN de 2 ani@drichacun des groupes méles et femelles.
Le profil chromatographique est présenté ci-desgautoradiogramme 35).

= A

Autoradiogramme 35 : Profil chromatographique (segign par chromatographie bidimensionnelle
avec contact-transfert) des adduits détectés DN hépatique des rats males et femelles.

Au cours du marquage des adduits & I'ADN et de Iséparation par la méthode de
chromatographie bidimensionnelle avec contact-fest)s hous n’observons plus la présence
d’'impuretés sur les plaques chromatographiqueshrui de fond est réduit, et seuls trois adduits a
'’ADN des rats sont détectés. Les adduits totauk &g quantifiés et les résultats obtenus sont
présentés ci-dessous (Graphe 84 et 85).
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Graphe 84.quantification des adduits & 'ADN, en nombre d'aiis/10 nucléotides, dans le foie
des rats femelles (graphe 84, représentation eteba@ moustache ; graphe 84’, présentation desuvale
individuelles).
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Graphe 85. quantification des adduits & '’ADN, en nombre diails/10 nucléotides, dans le foie
des rats males (graphe 85, représentation en baitesoustache ; graphe 85', présentation des valeurs
individuelles).

Les adduits a 'ADN ayant été recherchés sur deuxaux de chacun des différents groupes,
nous avons représenté les valeurs individuellasrménées pour chacun des animaux, sur les graphes
de droite.

Chez les rats males, le nombre d’adduits a 'ADN des est relativement stable que ceux-Ci
soient exposés a 170 ng/kg pc/jour (groupe 3) @5@0 ng/kg pc/jour (groupe 6). Chez les rats
femelles, le taux maximal d’adduits est détectésdamroupe 4.

L’évolution de l'intensité de I'adduction selon effet en « cloche » décrit au niveau rénal, est
observé au niveau hépatique, chez les rats femelles

En conclusion, la recherche des adduits & I’ADNrdésdes différents groupes met en évidence
la formation d’adduits méme pour les plus faibleses d’exposition & I'OTA (40ng/kg pc/jour). Nous
avons utilisé deux techniques différentes pourélaagation des adduits a 'ADN. La technique avec
« contact-transfert », technique couramment uéliaé laboratoire, permet d’obtenir un bruit de fond
moins élevé et limite la présence d’impuretés. lépasation par cette technique conduit a
'observation d'une quantité d’adduits (qualitativent) moindre. La présence d’impuretés et d'un
bruit de fond élevé, lors de la séparation en chtographie multidimensionnelle sans « contact-
transfert », nous a sans doute conduit a surestaneombre d’adduits a I'ADN, d’'un point de vue
gualitatif et quantitatif.

De plus, lors de la séparation en chromatographikidimensionnelle sans contact-transfert,
nous n'avons pas observé d’'adduits a I'ADN dangades des groupes 4. L’hypothése, selon laquelle
'absence d’adduits était liée & un probléme ausdiune étape de I'expérience de marquage, a été
confirmée : lors de la répétition du marquage saniBraux males et femelles, et de la séparatian de
adduits par la seconde méthode, nous avons olsgovésence systématique d’adduits.

Dans les organes cibles de 'OTA, nous observonsfign « en cloche » dans la formation des
adduits a 'ADN en fonction de I'exposition. L'effest plus marqué dans chez les males, au niveau
rénal, et chez les femelles, au niveau hépatique.

3.3.2.5 génotoxicité et métabolisation

D’un point de vue qualitatif, le méme profil d’addeast observé chez les rats males et femelles,
par contre le profil d’adduction différe en fonetide 'organe. Le fait que chaque organe ait ufiilpro
d’adduit qui lui est propre, confirme que le phéeom d’adduction est lié a des bio-transformations
de la molécule d’'OTA qui ont lieu de fagcon spéciigdans un organe. Plusieurs études ont impliqué
la métabolisation de I'OTA dans I'expression de potentiel génotoxique. L'adduction directe de la
molécule d’OTA, suite a son activation métabolicu&té mis en évidenae vivo sur ’ADN de reins
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de rats de la race Dark Agouty et Lewis recevantdpst 2 ans de I'OTA (Castegnagbal, 1998 ;
Pfohl-Leszkowiczet al, 1998, 2002), ainsi que sur '’'ADN de reins de poegposés de facon sub-
aigué a I'OTA (Fauceet al, 2004 ; Petkova-Bocharow al 2003b). Les adduits détectés au niveau
rénal ressemblent & ceux détectés au cours debbation d’OTAin vitro en présence de systémes de
métabolisation et de co-facteurs. Les résultaterlst lors de cette expérience sont fournis a titre
indicatif ci-apres.

De I'ADN de saumon purifié, ne contenant aucun #ddu été incubé avec de I'OTA, en
présence ou absence de microsomes de rein degpoen, présence de deux cofacteurs ou de I'un ou
'autre des deux co-facteurs : I'acide arachidomiquu le NADPH. Au terme de lincubation, les
adduits ont été marqués et séparés par la méthedehmatographie bidimensionnelle avec
« contact-transfert ». Les profils d’adduction alés sont présentés ci-aprés.

Autoradiogramme 38 Autoradiogramme 39 Autoradiogramme 40

Autoradiogrammes 38, 39 et 40: profil d’adductiasite a I'incubation d’ADN de saumon purifié en
présence de 5uM d’OTA uniquement (autoradiogram8)eddl en présence de 5uM d’OTA, de microsomes de
medulla de porc, et d'un co-facteurs : I'acide en&onique (autoradiogramme 39) ou le NADPH
(autoradiogramme 40).

Il apparait que I'incubation d’ADN avec de 'OTAude ne conduit pas a la formation d’adduits
a I’ADN dans ce modéle d’étudie vitro, confirmant I'implication des mécanismes de mélightion,
dans le potentiel génotoxique de cette moléculieclubation de I'OTA, a cette méme concentration,
en présence de microsomes de rein de porc contiufbémation d’adduits a I'’ADN quand de I'acide
arachidonique est présent en temps que co-fadtauiormation d’adduits a 'ADN en présence de
microsomes rénaux montre I'implication de la métisation de 'OTA dans la formation des adduits
a 'ADN in vitro. L’adduction & I'ADN est observée essentiellemgnand le co-facteur acide
arachidonique est présent ; aucun adduit n’edtleisjuand le co-facteur NADPH est ajouté ou quand
les deux co-facteurs NADPH et acide arachidoniqaet présents. L’acide arachidonique est
indispensable au fonctionnement des enzymes de boléttion cycloxygénases (COXs),
lipoxygénases (LOXs), et époxygénases (CYP2C) atprs le NADPH est indispensable au
fonctionnement des CYPs. L'utilisation différentietie ces deux co-facteurs indique que la formation
des adduits a 'ADN dans ce moddtevitro a lieu suite a la métabolisation de 'OTA par taevdes
COXs, LOXs, ou époxygenases, nécessitant la prés#iacide arachidonique. De plus, il apparait
que, lorsque les deux voies de métabolisations, SHAXXs et CYPs sont mises en jeu, on ne détecte
plus d’adduits a 'ADN.

Les adduits, détectés au niveau rénal résultemedmétabolisation de 'OTA par la voie des
COXs/LOXs/époxygénases.

L'implication de la voie des LOXs dans la génotitéade I'OTA a été mise en évidence sur
modéele cellulairan vitro (Pinelli et al, 1999). Le pré-traitement des cellules par I'inétimacine a
faible dose, un activateur de la voie des lipoxygg&s, conduit & une augmentation du niveau
d’adduction ainsi qu’a une modification de la mélaation. A l'inverse, lors du pré-traitement par
l'indométhacine a forte dose, la voie des LOXsiehkibée et une réduction du taux d’adduits est
observée (Pinelket al, 1999 ; Obrecht-Pflumiet al, 1996). L'implication de la voie des époxygénases
(CYP2C) a été mise en évidence lors du traitemest akllules par le phénobarbital, augmentant
I'activité de ces CYP2C9, et lors de l'utilisatide cellules exprimant spécifiquement ce CYP2C9 (El
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Adlouni et al, 2000). Au cours d’'une autre étude, la génotoXidi I'OTA a été mise en évidence, par
le test d’Ames, suite a son activation métaboligaedes microsomes de reins de souris : le potentie
mutagene est plus élevé quand I'acide arachidoregueajouté en temps que co-facteur par rapport au
potentiel mutagéne observé lors de l'addition deDRA(Obrecht-Pflumicet al, 1999). De méme,
I'incubation de vésicules séminales de bélier canghéférentiellement a la formation d’adduits lors
de l'addition d’acide arachidonique en temps qudacteur (El Adlouniet al 2000). Les résultats
observés lors de nos essas/itro confirment ceux précédemment établis. Les résutibtenus lors
de nos essaim vitro, et, la comparaison avec les adduits observés ldansins des rat® vivo,
confirment I'implication de ces voies de métabdlma dans la génotoxicité de 'OTA. De plus, ceci
est confirmé par I'observation d’adduits au nivgalmonaire, organe au niveau duquel les systemes
de métabolisation COX/LOX sont prépondérants vexeusifs.
Des adduits différents sont détectés au niveatAdEN hépatique des rats males et femelles,
impliquant d’autres systemes de métabolisation.

Les diverses cinétigues d’adductions observées/egmelétre liées a la co-existence de deux
mécanismes de métabolisation, I'un allant versékaxification de la molécule, et I'autre augmentant
sa réactivité. Ces deux mécanismes peuvent avairndeeaux d’expression, d’induction, et de
saturation différents en fonction de lI'organe. Daesp d’autres mécanismes tels que la liaison de
I'OTA aux protéines, et les mécanismes de réparatie 'ADN, mécanismes qui sont également
saturables, vont interférer dans la formation etdtection d’adduits a ’ADN suite a I'expositioesd
rats a 'OTA.

Conclusions apportées par I'étude sub-chronique dé&i
exposition de rats a 'OTA : toxicocinétique, toxié générale et

génotoxicité de 'OTA in vivo

Cette étuden vivo, au cours de lagquelle des rats méales et femedlda cace Dark Agouty ont
recu par voie orale de I'OTA, nous a permis de dégaplusieurs conclusions concernant la
toxicocinétique de I'OTA ainsi que ses mécanismastibn. Ces conclusions sont développées ci-
apres.

1. Il existe une transition dépendant de la doses tiatoxicocinétique de I'OTA

Au cours de cette étude, nous avons observé queptanse a 'OTA n’est pas linéaire et
gu’elle présente trois phases, illustrées surtéma ci-aprés. Jusqu'a une valeur seuil, on nepate
de différences significatives au niveau de la cotre¢ion sanguine ou tissulaire en OTA (zone 1), au
dela de cette valeur seuil, l'augmentation de I@sifion entraine proportionnellement une
augmentation de la quantité d’OTA dans tous lespastiments de I'organisme (zone 2) jusqu’a
atteindre un plateau comme observé en ce qui coaderstockage de 'OTA au niveau rénal chez les
rats males (zone 3). Cette valeur plateau semide ddns notre étude, aux alentours d’'une expositio
a 500 ng/kg pc/jour (exposition du groupe 4).

Zonel ! Zone2! Zone3
©  ~100ng/ml
@
2}
k)
2]
c
15}
©
=
) =~ 20ng/ml
50 150 500 3500 8500
Exposition des rats a 'OTA (ng/kg pc/jour)
Figure 23. évolution schématique de la concentration en OdWsde compartiment sanguin des

rats exposés a des doses croissantes d’'OTA.
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Ceci s’explique par la conjonction de plusieurgdacs, modulés difféeremment en fonction de
la quantité d'OTA présente :

(i) la fixation de 'OTA aux protéines selon un ploénéne saturable : 'OTA est fixée a 90%
sur les protéines plasmatiques et tissulaires (lHagget al, 1989 ; Galtieet al, 1979 ; lll'lchevet al,
2002b, Schwerdet al, 1999b) ce qui limite sa métabolisation et ratesin élimination (Kumagai &
Aibara, 1982 ; Kumagai, 1985 ; Hdt al, 1982).

(ii) les mécanismes de transport saturables : dgdton, la distribution, et I'élimination de
I'OTA s’effectuent principalement par des transpars actifs, saturables, (Kontagt al, 1996 ;
Bahnemaret al 1997 ; Juncet al, 2001) régulés de maniere différente suivant lgarmes et le sexe
des animaux.

(i) la métabolisation par des enzymes inductildesaturables : 'OTA est métabolisée dans
les organes, en des composés plus facilement éxcoit qui en modifie sa demi-vie @tial, 1997).

En fonction de la quantité d’OTA ingérée, on seesilans des conditions d’exposition ou les
différents mécanismes décrits précédemment somtnegp a un niveau basal, sont induits ou sont
saturés, conduisant a une distribution de I'OTA sddiorganisme selon deux modalités, I'une
dépendant de la dose d’exposition, et I'autre iedélante de la dose d’exposition.

2. I'exposition a de faibles doses d’OTA conduiapparition d’effets toxiques

Cette étude montre que méme de faibles doses diixqopeuvent entrainer des fluctuations
de certains parametres chez les rats males efoatkefemelles exposés a 'O I'alimentation.

Nos résultats permettent de confirmer (i) I'atteide la fonction rénale méme lors de faibles
expositions (i) lI'absence d'effet ou peu deffeursla fonction hépatique (iii) des effets
immunotoxiques (iv) des effets génotoxiques.

Une atteinte de la fonction rénale est généralenugitectée par des modifications des
concentrations sanguines et urinaires en diverstrélgtes. L'atteinte de la fonction rénale est
démontrée par une baisse paralléle de la concentrah sodium et en chlore chez les rats males et
femelles. La concentration en d'autres électrolyteds que phosphore inorganique, potassium ou
calcium est également perturbée chez les rats roalémmelles.

Aucune atteinte hépatique n’est observée, puisgqoarades marqueurs d’'une altération de
cette fonction, n'est affecté. En effet, le tauxgliiecose, celui de triglycérides ainsi que des s1esy
ASAT, ALAT, ALP, restent stables. Aucune baisse,tdux de fibrinogéne ou de cholestérol, n’est
observée. Néanmoins, chez les rats femelles, nars abservé une variation de la concentration en
fibrinogéne. Par conséquent, il est possible queices fonctions hépatiques soient altérées adwez |
rats femelles, animaux pour lesquels nous avorsredsine réduction de la masse relative du foie.

L’effet immunotoxique de 'OTA a été également aflvgée L'exposition des rats males et
femelles aux doses les plus élevées d’'OTA a pdet ahe réduction de la population leucocytaire,
selon un effet dépendant de la dose d’expositiatteCréduction est liée chez les femelles a la
déplétion des populations de lymphocytes et deroghiles. De plus, nous avons observé une
tendance a la diminution de la masse du thymus chezats femelles. Il a été montré sur diverses
espéces que l'effet immunotoxique de I'OTA peutrsgluire par une leucopénie, une lymphopénie,
une régression du thymus ou une inhibition de laomée immunitaire. L'exposition de souris
gestantes a 'OTA conduit a la diminution de lagandion relative des différents lymphocytes chez le
petits (Thuvandeet al, 1996). Des doses d'OTA de 60ug/kg de nourrituiministrées a des porcs
conduisent a une inhibition de 10% de la réponseunitaire (Hultet al, 1980, 1984). Une
leucopénie est observée chez des cobayes recedOXTd\ a la dose de 5,6 mg/kg pc (Hagelbetg
al, 1989). Une immunosuppression est également obserhiez des poulets exposés a des doses
d’OTA comprises entre 0,5 et 2 mg/kg pc pendanjo2is : celle-ci se traduit notamment par une
réduction de la masse thymique et de la quantitrdphocytes (Singlet al, 1990). Bien que nos
doses soient inférieures a celles testées dangréeédentes études, notre étude confirme ces.effets
Nos résultats confirment par conséquent ceux mibiés la littérature.

Le potentiel génotoxique de I'OTA a été mis en éwick par la formation d’adduits a I’ADN
tant au niveau hépatique que rénal. Des adduisDNI sont détectés dans les organes des rats méles
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et femelles exposés a toutes les doses d’exposiid@es. L'ingestion de quantités trés faiblesTd&O
est susceptible d’entrainer la formation d’addaitsADN.

Les mécanismes de la toxicité de 'OTA sont compéerais il apparait que des expositions
méme faibles (entre 170ng/kg pc/jour et 8,5ug/kdjopc) a I'OTA peuvent entrainer des
modifications concernant les paramétres biochinsggaguins et hématologiques. Les altérations de
la fonction rénale et/ou hépatique sont plus proées pour les rats femelles que pour les rats méales
dans les conditions d’exposition testées dans étttge. Dans la littérature, les femelles sont plus
sensibles aux effets néphrotoxiques de I'OTA (Ceetial, 1991 ; O'Brienet al, 2001) que les rats
males, alors que ces derniers sont plus sensiblexffét cancérogene de I'OTA (Bendekt al,
1985b ; Grosset al 1997a ; Castegnasd al, 1998).

3. Nous confirmons les différences concernant lactminétique et la toxicité de I'OTA en
fonction du sexe chez les rats de la race Dark fygou

Les différences entre males et femelles concellaedistribution de I'OTA, mais également sa
métabolisation et sa toxicité. Ces points sonsiitis ci-apres.

(i) différences dans la toxicocinétique

Des différences, dépendantes du sexe, ont été véleseconcernant la toxicocinétique de
'OTA, qu'il s’agisse de sa distribution dans I'amgsme, de son stockage ou de son éliminatiorapar |
voie urinaire.

Pour les fortes expositions a 'OTA, la concentnatplasmatique en OTA est supérieure chez
les rats femelles par rapport aux rats méles ; pegt étre mis en parallele avec le fait que I¢s ra
femelles stockent, dans certains organes, de I'@TAe ses métabolites en quantités inférieures a
celles des rats males. Cette part plasmatique d'@8ua résulter d'un déstockage plus important de la
toxine a partir des organes chez les rats femallegntervenant plus précocement c'est-a-dire moins
de 14 heures aprés l'arrét de I'exposition des. r@eci peut étre expliqué notamment par une
différence d'affinité de I'OTA au niveau des protés tissulaires. L'OTA a la capacité de se
complexer aux protéines hépatiques et rénales &dbet al, 1999b), ce qui augmente sa demi-vie
dans l'organe, et limite sa métabolisation. Il exides différences d’affinité de ces protéines pour
'OTA, différences dépendantes du sexe. Cellesiteté mises en évidence, chez des rats Fischier, su
des homogénats protéiques de cortex rénal, legipest des rats males ayant une affinité pour la
liaison & 'OTA supérieure d'un facteur 3 a cellescorotéines des femelles (Heusseteal, 2002).
Nous avons également caractérisé des différence®omant le stockage de 'OTA au niveau du rein :
chez les rats males, la quantité d’OTA stockéeimattean plateau pour les plus fortes doses
d’exposition. Ce phénomene, non observé chez tedemelles, peut avoir pour origine I'expression
de transporteurs différents en fonction du sexa@yant des seuils de saturation distincts.

L'OTA est éliminée par les urines, de facon plugcate chez les rats femelles que chez les rats
males des groupes exposeés aux plus fortes dosesialndité d’OTA excrétée par voie urinaire par les
rats males, exposés aux plus fortes doses d’OTAO(858500ng/kg pc/jour soit groupes 5 et 6), n’est
pas significativement différente de celle excrdtaeles rats males exposés aux faibles doses @goup
1, 3 et 4). Ceci peut s’expliquer non seulementgaaturation des transporteurs, mais aussi gaitle
que I'OTA réduit sa propre élimination. En effetexposition chronique a I'OTA induit une
diminution de la capacité du tubule proximal a éxer les anions organiques (Gekle & Sibernagl,
1996).

Les modalités du transport, et du stockage de I'Odakiant en fonction de I'organe et du sexe,
peuvent étre la clé des effets toxiques de la m@@éc

(i) différences dans la métabolisation

En ce qui concerne la métabolisation de I'OTA, naotons des différences entre males et
femelles tant d’'un point de vue qualitatif que ditatif. Une vingtaine de métabolites peuvent étre
détectés dans le foie, le rein ou les urines masf@rcément simultanément.
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Le tableau ci-dessous récapitule les différencesmi@es en fonction du sexe et des organes.

Métabolites/ tps rétentior] foie rein urine

sexe J 1 J 8 s} ¢

OTp/ 8, 5min + > + + | 2| +]|19|=|0O@

2 / 10,2 min + <+ S = R e -

3/ 11,3 min %] + + g9 9= |0

4/13,8 min + > + + | >+ +] <]+

5/15,5 min + > + + | >+ +] =1+

OTa/ 18,4 min + | > + + Dl +| = | +

7/ 20,1 min + > + + | >+ +] <1+

8/ 21,9 min + | = + + 1 +| =]+

9/23,3 min + | = + + 1 +| < | +

10/ 25,4 min + | = + + 1 +| =]+

a/ 26,8 min log gl lo 4 H =<+

11/ 27,9 min + %] + g H = |+

b(OP-OA)/ 28,5 min o) P log y +=< | +
c

10-0H-OTA /29,6 min | 2 @ | lod o
12

4-5-OH-OTA/30,8min| * I o+ ="

4-R-OH-OTA /32,1 + | = + + gl +| = | +

OTB /33,4 log d| log g +H < | +

d (OTHQ ?)/ 36 @ | log 4 + < |+

e /38,5 log| = | log | log gl +| < | +

f /43 log| = | log | log g +| = | +

g/46 log| = | log | log g +| = | +

Me-OTA/ 56 min + | < + + | =2+ ]+ ] = ]+

log : limite de quantification, et détecté uniqueméans un groupe
+ : détecté dans l'organe

> Quantité supérieure chez les males par rapportfamelles
Quantité inférieure chez les males par rapport tamelles

@ : non détecté

tableau 26. présence ou absence des différents métabolitesldardifférents organes et dans les urines en
fonction du sexe des animaux.

D’une maniére générale, la quantité de métabdditessi bien d’'un point de vue qualitatif que
quantitatif est supérieure chez les males, queoiteas niveau hépatique ou rénal. A l'inverse, les
femelles éliminent en plus grande quantité tousrétabolites, y compris les métabolites non désecté
au niveau de leurs organes (identifiés par deeitt

Cette excrétion plus élevée, chez les rats femetlest expliquer la présence moindre des
métabolites de I'OTA dans les organes.

D’'un point de vue qualitatif, I'Gt, les métabolites n°3, 8, 9, 10 (dérivé décarboxidé
'OTHQ), 11, OTHQ et 4-R-OH-OTA, présents danséardes rats males ne sont pas détectés chez
les rats femelles. Ces différences qualitativegueintitatives, entre males et femelles, concerlzant
métabolisation de I'OTA au niveau rénal, peuvertligxer la susceptibilité supérieure des rats males
par rapport a celle des rats femelles pour le dgpeiment des tumeurs rénales, et confirmer
'implication de la métabolisation dans la toxicdé 'OTA. Au niveau hépatique, les métabolites a,
11 et 12 (4-S-OH-OTA) présents chez les méles, absents ou quasi-absents du foie des rats
femelles

L’élimination plus efficace de 'OTA et de ses nigtltes par les rats femelles, peut expliquer
la sensibilité moindre de celles-ci aux effets targenes de 'OTA.

(iii) différences dans la toxicité
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Aussi bien chez les méales que chez les femelless mwons caractérisé une atteinte de la
fonction rénale, notamment par la baisse du taugodéum sanguin; néanmoins, d’autres parametres
signant cette atteinte difféerent entre males eteflas. En effet, on note une augmentation de la
concentration sanguine en potassium et en phosphorganique simultanément a une baisse du
calcium suivant un effet en « cloche » uniquemdrgzcles rats males. Chez les rats femelles les
parametres qui pourraient indiquer une atteintadenction rénale sont le cholestérol et I'uréentd
le taux est augmenté. Il est probable que chezrzelle le mécanisme passe par un phénoméne
inflammatoire, manifesté par I'augmentation du tdexplaquettes sanguines et du taux de fibrinogéne
sanguin. Le taux sanguin en sodium, est plus fatgrperturbé chez les rats femelles que chez les
males. Cette difféerence peut étre expliqguée enidérant les mécanismes de transport du sodium au
niveau rénal : celui-ci est effectué par trois tymke transporteurs, dont un, le transporteur ENaC
affecté par I'OTA pour des expositions trés faibkest contrélé par des hormones (Blazer-¥aisd|,
2005).
Les différences concernant les effets toxiques@EA peuvent étre mises en paralléle avec les
différences concernant la formation et I'éliminatibes différents métabolites.

4. Il existe une trés importante variabilité intedividuelle concernant la toxicocinétique et
la toxicité de 'OTA

Il est & noter que les animaux entrant dans cétigeéétaient supposés avoir le méme age.
Néanmoins, la disparité notée concernant le poats rdts laisse suspecter que certains animaux
étaient plus agés que d'autres. Ces disparités lthayes et le poids des rats peuvent tout ou partie
expliquer l'importante variabilité interindividuell observée chez les rats exposés a des doses
identiqgues d’OTA. La variabilité inter-individuelle déja été mise en avant dans d’autres études. En
effet, des fluctuations de la concentration plagmaten OTA, en fonction de l'individu, ont été ess
en évidence (Studer-Rolat al 2000 ; Palliet al, 1999) et ont été associées a une variabilité
concernant la taille de l'individu lors d’études mdes chez I'homme (Pakit al, 1999). De méme,
'analyse de la teneur sérique en OTA chez des hesraifune région ou sévit la BEN, a permis de
mettre en évidence de fortes variations de cetteute bien que I'exposition des individus soit
identique (Petkova-Bocharowd al, 2003a ; Castegnaet al, 2006a ; Pfohl-Leszkowicat al, 2006).

En outre, la concentration plasmatique en OTA, ameanéme individu, peut fluctuer au cours du
temps : le suivi de la concentration plasmatiqu®&#, chez des moutons recevant tous les jours un
aliment contaminé en OTA, a montré que le tauxrpégiue d’'OTA était supérieur aprés 23 jours
d’expérimentation par rapport au taux détermin@s@0 jours de traitement (Blaakal, 2003). Cette
variation de la concentration plasmatique en OTAawrs du temps a également été observée chez
’lhomme (Studer-Rohet al, 2000). L'existence de ces variations inter- dtaiindividuelles (en
fonction du temps), expliquent la dispersion desiltats observée chez les rats.

5- L’OTA peut, ou non, exercer une toxicité selonaffet dépendant de la dose
Nous avons observé tantdt un effet toxique déperdizuha dose d’OTA ingérée, et tantdt un
effet toxique qui évolue selon un effet en cloche.

Lorsque la réponse suit cette évolution «en clogheles effets les plus prononcés sont
observés pour le groupe 4 exposé a une dose ird@ingéen OTA (dose d'exposition 500ng/kg
pc/jour). Ceci confirme les résultats de Gedieal (2005) montrant des réponses a une exposition a
I'OTA inversées en fonction de la dose, sur lesied proximaux.

L’effet « en cloche » a été notamment observé equceoncerne le potentiel génotoxique de
'OTA. Ceci peut étre expliqué en considérant I'lfoation de divers mécanismes allant soit vers la
détoxification de la molécule, soit vers sa métisatibn en un composé toxique. De plus, d'autres
meécanismes tels que la liaison de 'OTA aux pr@sjret les mécanismes de réparation de I’ADN,
meécanismes qui sont également saturables, vomtéree dans la formation et la détection d’addaits
I’ADN suite a I'exposition des rats a 'OTA.

Nous avons noté que la quantité d’adduits forméssda rein et le foie des rats était
supérieure dans les groupes exposés a une doseédtaire d'OTA. Ceci peut étre expliqué en
considérant que le potentiel génotoxique de I'Ofplique sa métabolisation en un dérivé réactif. Le
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fait que chaque organe ait un profil d’adduit qui kst propre, confirme que le phénomene
d’adduction est lié a des bio-transformations dentdécule d’OTA qui ont lieu de fagon spécifique
dans un organe. Plusieurs études ont impliqué leaboBsation de I'OTA dans son potentiel
génotoxique. L'adduction directe de la molécule TAQ suite a son activation métabolique, a été mis
en évidencén vivosur I’ADN de reins de rats de la race Dark Agaetty ewis recevant pendant 2 ans
de 'OTA (Castegnaret al 1998 ; Pfohl-Leszkowicet al, 1998, 2002), ainsi que sur I’ADN de reins
de porcs exposés de fagon sub-aigué a 'OTA (Faaicalt 2004 ; Petkova-Bocharow al, 2003b).
Les adduits détectés au niveau rénal ressembleatadétectés au cours de l'incubation d’OiRA
vitro en présence de systémes de métabolisation etfdetears. Ces résultats suggérent I'implication
de la voie des COX/LOX/EPOX dans la métabolisatien'OTA, conduisant a la formation de
métabolites génotoxiques. Ceci confirme des résufteécédemment établis puisque I'implication de
la voie des LOXs dans la génotoxicité de 'OTA @& étise en évidence sur modele cellulaire (Pinelli
et al, 1999). Le pré-traitement des cellules par I'inétimacine a faible dose, un activateur de la voie
des lipoxygénases, conduit & une augmentation\danid’adduction ainsi qu'a une modification de
la métabolisation. A I'inverse, lors du pré-traiemh par I'indométhacine a forte dose, la voie des
LOXs est inhibée et une réduction du taux d'addait observée (Pinelkt al, 1999 ; Obrecht-
Pflumio et al, 1996). L'implication de la voie des époxygénaEegP2C) a été mise en évidence lors
du traitement des cellules par le phénobarbitafjrrentant 'activité de ces CYP2C9, et lors de
I'utilisation de cellules exprimant spécifiguemestCYP2C9 (El Adlounét al, 2000).

La compréhension de la toxicocinétique ainsi que effets toxiques de 'OTA sont une
étape nécessaire afin de pouvoir, par la suitduévinnocuité du procédé Oxygreen®. Ceci nous
permettra notamment de déterminer si les effetgjti@s observés chez les rats recevant le blé
traité sont liés a la quantité d’OTA résiduelleénge par les animaux, ou si ceux-ci sont en relatio
avec le traitement du blé par le procédé Oxygreen®.
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Chapitre 4 : Incidence de la décontamination du bléar le
traitement Oxygreen® sur la toxicité

4.1 Etude in vivo et exposition des rats a 'OTA

Nous avons vu précédemment que le procédé Oxygrpen®et de réduire le taux en OTA du
blé de 50 a 70%. Les lots de blé, contaminés en @fMaités par le procédé Oxygreen®, ont été
utilisés dans une étude vivo avec les rats Dark Agouty. Le modéle de I'étiigivo est identique a
celui décrit au chapitre 3, paragraphe 3.1.1 e$ tlaMatériel et Méthode.

L’exposition des rats, recevant un lot de blé camiié en OTA, et, traité ou non par le procédé
Oxygreen®, a été déterminée sur la base de la oonation journaliére en blé de ces animaux. Les
résultats obtenus sont présentés dans les taldeapres.

A Consommation L o
Contamination] groupes : oy Exposition journaliere 3
du blé (ppb) femelles journaliere de | .0 g/kg pe/iour)
blé (g/jour)
0,50 1 (contrdle) 9,94 +/- 0,39 0,044 +/- 0,002
40 5 10,76 +/- 0,49 3,6 +/- 0,17
11 5 Ox® 10,19+/- 0,65 0,73 +/- 0,021
100 | 6 10,67 +/- 0,4 8,482 +/- 0,444
45 6 Ox® 10,04 +/- 0,76 3,569 +/- 0,123
tableau 27. contamination en OTA du blé exprimée en ppb, comsdion journaliere de blé exprimée en
g/jour et exposition a I'OTA exprimée en pg/kg @mojdes rats femelles recevant un blé traité
par le procédé Oxygreen® (police verte), ou notitérgpolice noire).
Contamination rouDes Consommation | Exposition journaliére
du blé (pph) gmélzs journaliére de blé al'OTA (ng/kg
PP (g/jour) pc/jour)
0,50 1 (contrdle) 11,69 +/-0,79 0,043 +/-0,003
40 5 12,26 +/-1,39 3,465+/- 0,134
11 5 Ox® 11,36 +/- 1,46 0,68 +/- 0,038
100 6 11,93 +/-1 8,151 +/-0,854
45 6 Ox® 11,96 +/- 1,33 3,38 +/- 0,22
tableau 28. contamination en OTA du blé exprimée en ppb, consation journaliere de blé exprimée en

g/jour et exposition a I'OTA exprimée en pg/kg gurjdes rats males recevant un blé traité par
le procédé Oxygreen® (police verte), ou non trgiglice noire).

Les animaux recevant un blé traité par le procérggf@en® (groupes 50x® et 60x®), ne
modifient pas leur consommation en blé. Ainsi,ifaidution du niveau de contamination en OTA du
blé, par I'application du traitement Oxygreen®, te®duit par une réduction équivalente du niveau
d’exposition des rats a I'OTA.

4.2 Toxicocinétique de I'OTA résiduelle

4.2.1 OTA sérique

De méme que décrit précédemment, la concentratio®EA dans le sérum des rats des
différents groupes a été déterminée. Les résutmisprésentés sur les graphes ci-apres.
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Graphe 86.concentration en OTA, exprimée en ng/ml, dans fenséles rats femelles, recevant
un blé traité (cadre extérieur vert), ou non papl®cédé Oxygreen® (cadre extérieur noir).

Graphe 87.concentration en OTA, exprimée en ng/ml, dansrenséles rats males, recevant un
blé traité (cadre extérieur vert), ou non par leopédé Oxygreen® (cadre extérieur noir).

Pour les rats femelles, la concentration sériqu@®A est réduite de 53% entre les groupes 5 et
7, et, de 49% entre les groupes 6 et 8 en moygmaphe 86). Pour les femelles des groupes 5 at 7, |
diminution de la concentration sérique est moingdrtante que la diminution de I'exposition de ces
rats a I'OTA par le traitement Oxygreen® (diminumide 70% du taux de contamination en OTA du
blé). Pour les rats méles, la diminution de I'expos, suite a I'application du traitement Oxygr&n
sur le blé, se traduit par une réduction signifieatde la quantité d’OTA circulant dans le
compartiment sanguin.

Pour les rats males, la réduction de la conceatragérique en OTA est de 83% entre les
groupes 5 et 7, et, de 52% entre les groupes 6 @3 taux sont proches des taux de réduction du
niveau de contamination en OTA du blé, soit respectent 70 et 53% en moyenne.

L'évolution de la concentration sérique en OTA endtion de la dose d’exposition des rats
femelles est présentée ci-apres (graphe 88).

4 non traité
ng/m 504 L
0 traité par Oxyygreen®

Hg/kg pc/jour

Graphe 88.évolution de la concentration sérique en OTA, arpe en ng/ml, en fonction du
niveau d'exposition des rats femelles, exprimé g@kgipc/jour.

Pour les rats femelles exposées a 3,5 pg/kg pehouconstate que la concentration sérique en
OTA a tendance a étre supérieure, et surtout beayglos dispersée, quand les rats sont expgdaés
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un aliment traité par le procédé Oxygreen® (caméds sur le graphe 88), par rapport a une
expositionvia un blé non traité (losanges roses sur le grapheD&8plus, nous observons, au sein des
groupes de rats femelles recevant un blé traitél@grocédé Oxygreen®, une forte variabilité
concernant la concentration sérique en OTA.

Chez les rats males, la concentration sérique el @&pend directement de la dose
d’exposition : une quantité équivalente d’'OTA edtguvée le sérum, que les rats aient été exposés a
une dose journaliere de 3,5ug/kg\da un blé traité par le procédé Oxygreen®\da un blé non
traité.

4.2.2 Distribution et métabolisation de I'OTA

4.2.2.1 Distribution de 'OTA dans les différents eganes

L’'OTA a été recherchée dans les reins, le foie,gdesmons, le cerveau des rats males et
femelles, ainsi que dans les testicules des rdtsma
Les résultats obtenus pour les rats femelles géseptés sur le graphe 89.

20
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poumons cerveau foie rein

Graphe 89.Concentration en OTA, exprimé en ng/g, dans lesrtgg des rats femelles recevant
un blé traité par le procédé Oxygreen® (cadre agtdrvert), ou non traité (cadre extérieur noir).

Pour les rats femelles, la diminution de I'expasitdans les groupes 50x® et 60x®, suite a
I'application du traitement Oxygreen® sur le blé,teaduit par une réduction de la quantité d'OTA
stockée dans les différents organes. Cette réduiatans les groupes 50x® et 60x® respectivement,
est de 66% et 68% au niveau pulmonaire, de 64%%td&u niveau du cerveau, de 74% et de 66% au
niveau hépatique et de 88% et 73% au niveau réredt intéressant de noter que la diminution du
stockage est observée également au niveau du oemwemne dans lequel une quantité équivalente
d'OTA est stockée quel que soit le niveau d’expositdes rats, quand ceux-Ci regoivent un blé
contaminé en OTA, non traité par le procédé Oxyueef paragraphe 3.2.2.1).

Pour les rats femelles, le stockage dans les osgeme niveau rénal et hépatique, baisse
proportionnellement plus que la réduction de latamnation en OTA du blé (70% et 50%
respectivement pour les rats du groupe 50x® et §OL®tte réduction du stockage de 'OTA dans
les organes, par rapport a I'exposition des ragsit pxpliquer la concentration supérieure en OTA
retrouvée au niveau sérique.

Les résultats concernant le stockage de I'OTA desmipoumons, le cerveau, le foie, les reins et
les testicules des rats males sont présentés grapae 90.
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Graphe 90.Concentration en OTA, exprimé en ng/g, dans leareg des rats males recevant un
blé traité par le procédé Oxygreen® (cadre extérieert), ou non traité (cadre extérieur noir).

Pour les rats males, aucune modification du staekegst observée au niveau du cerveau suite
a la diminution de I'exposition. La diminution d&xposition, suite a I'application du traitement
Oxygreen® sur le blé, se traduit par une rédudl®ia quantité d’'OTA stockée dans le foie, lesgein
et les testicules. La réduction du stockage dangreupes 50x® et 60x® respectivement, est de 49
et 73% au niveau hépatique, de 64 et 51% au nir@aal, et 72 et 77% au niveau des testicules. Au
niveau pulmonaire, on note une diminution du stgekae 57%, uniguement dans le groupe 50x®.

Pour les rats males, la diminution du stockage dargoupe 50x® au niveau hépatique, et
pulmonaire, est comparativement moins importante lgudiminution de I'exposition. A linverse, la

réduction du stockage pour le groupe 60x® au nilegatique, et au niveau des testicules est plus
importante que celle de I'exposition.

Les modalités du stockage, dans les difféerentsnagalifferent en fonction du sexe des rats.
4.2.2.2. Métabolisation dans les différents organes

4.2.2.2.2.1 Métabolisation au niveau hépatique

Les métabolites détectés dans le foie des ratdlEsrsmnt présentés sur le graphe 91.
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OH- OTA
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Graphe 91. Concentration relative en métabolites, expriméeariace de pic détecté a 'HPLC,

dans le foie des rats femelles recevant un bléétnaar le procédé Oxygreen® (cadre extérieur vert),
non traité (cadre extérieur noir).
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D’une facon générale, nous avons observé que latigtiale métabolites, dans le foie des rats
femelles, augmente quand I'exposition des rat©&A augmente, a I'exception de la forme méthylée
de 'OTA dont la quantité diminue (chapitre 3.2.2.2). Aucun nouveau métabolite n’est détecté dans
le foie des rats femelles recevant un blé traité Ipaprocédé Oxygreen® (le métabolite 8 était
précédemment détecté dans le foie des rats fenmetjssées a des doses plus faibles en OTA, cf
chapitre 3.2.2.2.2.1). La réduction du niveau dasition des rats, suite a I'application du procédé
Oxygreen® sur le blé, se traduit d'une facon gdeémar une diminution de la quantité des
métabolites majoritaires (métabolites n°2, et n°&nsi que de la forme 4-R-OH-OTA. Les
métabolites n°3 et 10 disparaissent totalement.nhé&mbolites n°4, 8 et Me-OTA sont retrouvés en
quantités supérieures dans les groupes recevdné amtificiellement contaminé en OTA, et traité pa
le procédé Oxygreen® (groupes 50x® et 60x®), pppoa aux groupes recevant un blé non traité
(groupes 5 et 6).

La quantité d'OP, détectée dans le foie de rats exposés a des dosissantes d’OTA,
augmente avec l'exposition a I'OTA jusqu’'a un phateatteint pour le groupe 5 (cf paragraphe
3.2.2.2.2.1). Il est intéressant de noter que liagfion du procédé Oxygreen® sur le blé contandiné
100pg/kg abaisse I'exposition des rats du groupe®@ un niveau équivalent a celui des rats du
groupe 5 : la quantité d'QBrretrouvée dans le foie des rats femelles des gobp 60x®, et 6 est
équivalente, et correspond a la valeur « platedosr une contamination du blé en OTA plus faible
(groupe 5), la diminution de I'exposition a I'OTAaple procédé Oxygreen® des rats du groupe
50x®, se solde par une diminution de la quanti€Td.

Les métabolites détectés dans le foie des ratsraétg présentés sur le graphe 92.
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Graphe 92.Concentration relative en métabolites, expriméeseriace de pic détecté a 'HPLC,
dans le foie des rats males recevant un blé traétéle procédé Oxygreen® (cadre extérieur vert), o
non traité (cadre extérieur noir).
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D’un point de vue qualitatif, on n’observe pas dmuveau métabolite dans le foie des rats
recevant un blé traité par le procédé Oxygreen®usNoonstatons la disparition compléte de trois
meétabolites (n°8, 9 et 12) dans le foie des ratesn@cevant un blé contaminé en OTA, et traitdepar
procédé Oxygreen®.

Pour les métabolites n°4, 7, 11, la diminution Gexgdosition des rats par le traitement
Oxygreen®, conduit a la réduction de la quantitécede métabolites. L’effet « en cloche », observé
pour les métabolites 4 et 11 dans le foie desrestsvant un blé contaminé en OTA, est également
observé pour les rats recevant un blé ozoné. Leabmiges, 2 et 5, sont formés en quantité plus
importante dans le foie des rats méles recevahtéuazoné.

Les deux métabolites de 'OTA ayant perdu la phétghine, 'OT et I'Ota, évoluent de fagon
contraire en fonction du niveau de contaminatioiOdw\ du blé traité par le procédé Oxygreen®. En
effet, leur concentration est augmentée dans le flds rats du groupe 50x®, recevant le blé
initialement contaminé a 40ug/kg et traité parrecpdé Oxygreen®, alors que celle-ci est diminuée
dans le foie des rats du groupe 60x®, recevaniglénitialement contaminé & 100pg/kg et traité par
le procédé Oxygreen®. Ceci montre que la formatilen ces deux métabolites ne dépend pas
linéairement de I'exposition a I'OTA. Les enzymesnduisant a la formation de ces deux dérivés,
ayant perdu la phénylalanine, doivent étre tanthivé@es, tant6t inhibées en fonction de la dose
d’exposition a I'OTA.

Quand on compare I'évolution de la concentratios diéérents métabolites dans les groupes
recevant un blé traité par le procédé Oxygreen®peation du sexe, on constate en général un effet
inversé chez les males et les femelles. Ainsipieétion des métabolites 2 et 5 est diminuée ez |
femelles, alors qu’elle est stimulée chez les msdtes. Le métabolite n°4 augmente, en relation avec
I'application du traitement Oxygreen® sur le bléez les rats femelles, alors qu’il diminue chez les
rats males. De méme, I'évolution de la concentnain OP et en Ot suit une évolution inversée
chez les méles et les femelles.

4.2.2.2.2.2 Métabolisation au niveau rénal
Les métabolites détectés dans les reins des ratgllés sont présentés sur le graphe

93.
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Graphe 93.Concentration relative en métabolites, expriméeseriace de pic détecté a 'HPLC,
dans les reins des rats femelles recevant unrait& tpar le procédé Oxygreen® (cadre extérieurtyer
ou non traité (cadre extérieur noir).
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Aucun nouveau métabolite n'est détecté dans ledesnrats femelles, recevant un blé traité par
le procédé Oxygreen®. On observe une diminutionifiigitive de la quantité de métabolite n°5 dans
le rein des rats femelles du groupe 50x®, recelahlé initialement contaminé 40ug/kg et traité par
le procédé Oxygreen®. Le métabolite n°2 est fortenaeigmenté dans le groupe 60x®, recevant un
lot de blé initialement contaminé a 100ug/kg ettérpar le procédé Oxygreen®, alors qu’aucune
variation de ce métabolite n’est observée dansdepg 50x®. Nous avons observé que la quantité de
métabolite n°2 suivait une évolution « en clochdans le rein des rats femelles exposées a 'OTA (cf
paragraphe 3.2.2.2.2.2). L'application du procédédgteen® réduit I'exposition des rats vers des
doses ou la quantité de métabolite n°2 stockée ldari est supérieure.

Les métabolites détectés dans les reins des rés s@nt présentés sur le graphe 94.
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Graphe 94.Concentration relative en métabolites, expriméeseriace de pic détecté a I'HPLC,
dans les reins des rats males recevant un bléétygdir le procédé Oxygreen® (cadre extérieur vert),
non traité (cadre extérieur noir).

D’un point de vue qualitatif, pour les rats males,observe I'apparition des métabolites n°3 et
11 chez les rats recevant un lot de blé traitél@arocédé Oxygreen®, métabolite précédemment
identifié dans le rein des rats males du group& Bnverse, les métabolites n°4 et n°8 ne sontsplu
détectés dans ces mémes groupes de rats.

D’un point de vue quantitatif, on détecte systématiment plus d'Qt chez les rats recevant le
lot de blé traité par le procédé Oxygreen®.

En ce qui concerne les métabolites 2, et 10, leantité est diminuée dans les groupes de rats
recevant un blé contaminé en OTA, et traité pagrézédé Oxygreen®, pour atteindre une quantité
équivalente en ces métabolites indépendammenexiedsition des rats (groupes 50x® et 60x®).
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La comparaison de la métabolisation au niveau y@&@matelation avec I'application du procédé
Oxygreen®, et en fonction du sexe, fait apparaitreomportement inversé entre males et femelles, et
comparable a celui observé au niveau hépatiquéorbzation du métabolite n°2 est stimulée chez les
rats femelles, alors quelle est inhibée pour les meiles. A linverse, la formation du métabolit® n
est inhibée pour les rats femelles alors qu’eltérakiite pour les rats males recevant un blé&nadtr
le procédé Oxygreen®.

Alors gu'au niveau hépatique, I'exposition a un tiidité par le procédé Oxygreen® conduit
globalement a la réduction de la majorité des nuditals, au niveau du rein la formation de plusieurs
métabolites est amplifiée.

Ces résultats confirment que la métabolisation’@dA differe en fonction du sexe et de
'organe, ceci étant lié a des différences conadrfes mécanismes mis en jeu pour la transformation
de 'OTA, ainsi que les seuils d’activation/d’inftibn de ces enzymes.

4.2.3 Excrétion urinaire de I'OTA et de ses métabdks

4.2.3.1 Elimination urinaire de I'OTA

Comme au chapitre 3.2.3, nous avons choisi degeptér la quantité cumulée d’'OTA excrétée
par voie urinaire, car une trés forte variabilitéfenction des individus et en fonction du temps, e
observée concernant I'élimination de 'OTA. Poulagc@ous avons cumulé I'excrétion urinaire d'OTA
déterminée sur chaque prélevement hebdomadain@rides de 24 heures.
Les résultats obtenus, pour les rats males (bplases) et femelles (boites hachurées) sont
présentés sur le graphe 95.
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Graphe 95.excrétion urinaire d’'OTA, exprimée en ug, dans lesies des rats males (boites
pleines) et femelles (boites hachurées) recevahidiiraité par Oxygreen® (cadre extérieur vert) man
traité (cadre extérieur noir).
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Les rats femelles et males du groupe 50x®, recdednlf initialement contaminé a 40ug/kg et trait
par Oxygreen®, excretent dans les urines des qéardiOTA qui sont trés légérement inférieures
celles excrétées par les rats des groupes 5. Capedtte diminution n’est pas significative.

Pour les rats femelles du groupe 60x®, contrairéraece observé pour les males du méme
groupe 60x®, nous observons une légére diminutieri’akcrétion urinaire d’'OTA, celle-ci étant
comparable a celle du groupe 5, exposé a la mése di®TAVvia un blé non traité par le procédé
Oxygreen®. Ceci confirme que l'excrétion urinaire HOTA differe entre males et femelles. La
diminution de I'excrétion étant négligeable, vdinexistante, la relative augmentation du taux d’'OTA
sanguin, observé chez les rats femelles exposé®3 A via un blé traité par le procédé Oxygreen®,
ne peut pas étre expliqué par une baisse de Iitoin urinaire.

é
a

4.2.3.1 Elimination urinaire des métabolites de 'TA

Les métabolites de I'OTA ont été séparés sur laign « Faucet-Marquis » et les résultats
obtenus pour les rats femelles sont présentég gmaphe 96.
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Graphe 96.quantité relative en métabolites de 'OTA détecténs les urines des rats femelles
recevant un blé traité par le procédé Oxygreen®&tfigrammes verts) ou non traité par Oxygreen®
(histogrammes gris).

D'un point de vue qualitatif, on détecte dans leimas des rats males et femelles des rats
recevant un blé traité par le procédé Oxygreen®auveau métabolite, identifié par la lettre « Net»,
ayant un temps de rétention de 6,5 minutes suradiemt et qui augmente en fonction de la dose
d’exposition a 'OTA. Ce métabolite n'est pas détedans les organes des rats. Celui-ci est plus
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hydrophile que tous les autres métabolites détetaas les urines ; il est sans doute plus rapidemen
éliminé, ce qui explique que I'on ne le retrouve gdans les organes.

L’élimination urinaire des métabolites 2,00n°9, 11, ¢ (10-OH-OTA), 4-R-OH-OTA, OTB, e
et g, est diminuée, ou non modifiée, suite a laimliion de I'exposition des rats femelles a I'OTA,
par le traitement Oxygreen® (groupeVersus50x® et groupe 6versuse6Ox®). A linverse,
I'élimination des métabolites 8 et N augmente,eeti@utant plus, que le niveau de contamination en
OTA du blé traité par le procédé Oxygreen® esté&lée métabolite n°4, ainsi que le métabolite n°8,
absents du rein des rats femelles, sont retrowés lés urines et sont donc trés rapidement élsgniné

A exposition équivalente (groupevBrsussOx®), I'excrétion urinaire des métabolitesuOt, 9
et OTB, est supérieure dans les groupes de ratgamtcun blé traité par le procédé Oxygreen®. A
l'inverse, I'excrétion urinaire des métabolites 12, ¢ (10-OH_OTA), 4-R-OH-OTA, 12 (4-S-OH-
OTA), d (OTHQ), et e, est nettement inférieure démgyroupe 60x®. En ce qui concerne les
métabolites 4, 8, 9, 10, a, b (OP-OA), f, et g,glsantité excrétée dans les urines des rats est
équivalente entre ces deux groupes 5 et 60x®, éspasine dose comparable en OTA. Ainsi, pour
une méme dose d’exposition, I'excrétion urinairecdgains métabolites est augmentée quand les rats
recoivent un blé traité par le procédé Oxygreenl®rsaque l'excrétion d'autres métabolites est
diminuée.

Les résultats obtenus pour les rats males soremssur le graphe 97.

100000+
90000+ -0
80000+
70000+
60000+
surface 50000
40000
30000
20000+
10000+
° <
@) m o)) I
5 E - i
1400000 5 © g
1200000 14
<
1000000
o5
800000 @ 50x@
surface
600000 m6
B 60x®
400000
200000
o}

métabolites

Graphe 97.quantité relative en métabolites de I'OTA déteaéss les urines des rats males
recevant un blé traité par le procédé Oxygreen®tfigrammes verts) ou non traité par Oxygreen®
(histogrammes gris).
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Pour les rats méles, la diminution de I'expositil@s rats par le traitement Oxygreen® se solde
par une diminution de I'excrétion des métabolites, @°8 et n°10 (groupe Bersuss0x® et groupe
6 versussOx®. L'élimination des métabolites est augmemeer les métabolites N, 4, 7 (uniquement
dans le groupe 60x®), 9, a, 11, 12 (uniguement tangoupe 8), 4-R-OH-OTA, et f (uniguement
dans le groupe 60x®). L'élimination du métabolited favorisée dans le groupe 2, alors qu’elle est
réduite dans les groupes recevant un blé artiéeiednt contaminé en OTA et traité par le procédé
Oxygreen®.

A exposition égale (groupeVErsussOx®), I'excrétion urinaire des métabolites 497a, 11, b
(OP-0OA), 12 (4-S-OH-OTA), 4-R-OH-OTA, et f, est tehent supérieure dans les groupes de rats
exposés a un blé traité par le procédé Oxygreem@upg 60x®). Seule, la quantité de métabolite
n°10, est réduite pour les rats méales recevantaitrdité par le procédé Oxygreen®. Il est a nqter
I'application du traitement Oxygreen® semble faseri I'élimination de I'OTA sous forme de
métabolites dans les urines de rats males.

4.2.4 Conclusions concernant la toxicocinétique d®©TA
résiduelle

Le traitement Oxygreen®, appliqué sur un blé coimiéren OTA, permet d’en réduire le niveau
de contamination. Ceci se traduit par une rédudiuivalente de I'exposition des animaux, ainsi que
par une diminution de la quantité d’'OTA sériquedetelle stockée au niveau rénal et hépatique. Pou
les rats femelles, la concentration en OTA dan®iganes diminue proportionnellement plus que la
simple diminution de l'exposition a 'OTA. Par coat la concentration sérique en OTA diminue
proportionnellement moins que la diminution de {egition pour la dose moyenne d’exposition
(groupe 5versus50x®). Le déstockage de 'OTA a partir des organess’accompagne pas d'une
augmentation de I'élimination : ceci explique I'ééion du taux d’OTA sanguin chez les femelles. A
l'inverse, chez les rats males, la réduction dekstge dans les organes diminue proportionnellement
moins que la diminution de I'exposition. Ceci neup@as étre expliqué par une modulation de
I'excrétion urinaire, mais s’explique par une vtda des parametres de stockage/déstockage de
I'OTA dans les organes.

L'incidence de l'application du procédé Oxygreen®@ $a métabolisation de I'OTA, et sur
I'excrétion urinaire de ses métabolites est pré&sent-dessous. Nous avons comparé la formation et
I'élimination de ces différents métabolites :

-suite a la diminution de I'exposition des rats’@TIA par le procédé Oxygreen®, soit en
comparant les groupesvBrsusSOx® et 6versusOx® (colonng expo)

-chez les rats exposés a une dose équivalente d'G3@0ug/kg pc/jouryia un blé non traité
ou via un blé traité par le procédé Oxygreen®, soit emmgarant les groupes 5 et 60x® (colonne
expo =).
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a/ 26,8 min log loq log 1) 1 > 1 >
11/ 27,9 min i} < log 1 = %) 1 > ! <
b(OP-OA)/ _ _
28.5 min loq loq log @ 1 > = =
c
10-0H-OTA/ = = @ = < %] 1 > ) <
29,6 min
12
4-S-OH-OTA/| | = loq = = @ N > ! <
30,8 min
4-R-OH-OTA
/321 ! = ! = T = @ T > ! =
OTB /33,4 log log log 1] ! = l >
d (OTSQQ 2/ log log log 1] 1 = = <
e /38,5 logq log log %] 1 = ! <
f /43 log log log %) 1 > = =
g/ 46 log log log %) ! = = <
Me-OTA/ 56 - -
min ) > 1 > 1 > %] = = i) <

1 : la quantité de métabolites est supérieure ou @gains le groupe recevant le blé traité par le g

Oxygreen®

la quantité de métabolites est inférieure ou églaes le groupe recevant le blé traité par le paé&é

Oxygreen®

11 la quantité de métabolites est tantot supérietamtbt inférieure, dans le groupe recevant le bdété par le
procédé Oxygreen®
a méme exposition, la quantité de métaboliterdétieure dans le groupe recevant le blé traité jgaprocédé

Oxygreen®

> a méme exposition, la quantité de métabolite gstiseure dans le groupe recevant le blé traité lgar
procédé Oxygreen®

tableau 29.

récapitulatif des variations observées, concerdarguantité de métabolites détectée dans le foie,
les reins et les urines de rats, suite a la dimomntde I'exposition des rats (groupe 5 versus
groupe 50x® et groupe 6 versus groupe 60x®) et duas rats sont exposés a une méme dose
d’OTA via un blé traité ou non par Oxygreen® (greupversus groupe 60x®).

Concernant la métabolisation au niveau des deuncipdux organes (foie et rein), on observe
des modifications de la métabolisation, en fonctiarsexe des rats et en fonction du type de blé reg
(traité ou non par le procédé Oxygreen®). La ditiorude I'exposition des rats & 'OTA ne se traduit
pas systématiquement par une diminution de la gaase ses métabolites dans les organes. Il est a
noter, qu’'a exposition égale, et ceci pour la ptudas métabolites, la quantité de métaboliteskétc
dans les organes est inférieure ou égale pouategecevant un blé traité par le procédé, ettemti
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au niveau rénal qu’hépatique. Ceci peut étre migagalléle avec I'augmentation de I'excrétion dg ce
métabolites dans les urines des rats recevant énraité par le procédé Oxygreen®, ceci étant
particulierement visible chez les rats méles.

La concentration de certains métabolites est paire@ugmentée dans les organes des rats, ce
qgui peut étre mis en parallele avec une réductienledir excrétion : ceci est observé pour les
métabolites 5 et @f dont la quantité augmente dans le foie des rdiesret dont I'excrétion est
réduite.

Certains métabolites détectés dans le rein etide fels que les métabolites @€t 3, ne sont
pas retrouvés dans les urines. Leur absence dansites peut étre liée au fait qu’ils sont élimsiné
trés rapidement, ou/et gu’ils sont pris en cha@euyme autre voie d’excrétion. L’augmentation de la
formation des métabolites, dans les organes deseetvant un blé traité par le procédé Oxygreen®,
résulte vraisemblablement d’une induction des vdesnétabolisation, et hon pas, d’une diminution
des capacités d’excrétion.

Il apparait que les rats recevant un blé traité lpaprocédé Oxygreen® ont, d’'une facon
générale, tendance a éliminer des quantités plyperiantes de ces métabolites dans les urines,
conduisant a une réduction de la quantité de mbtadcstockés dans les organes: a exposition
équivalente, la quantité de métabolites retrouddes le foie et les reins des rats est inférieusand
ceux-ci recoivent un blé ozoné.

La modulation de I'élimination et celle de la méik&ation sont complexes et different entre les
rats males et les rats femelles.

4.3 Potentiel toxique de I'OTA résiduelle

Nous nous sommes intéressé aux effets de la dimmnde I'exposition des rats a 'OTA par le
procédé Oxygreen® sur le potentiel toxique de xantorésiduelle.

4.3.1 Toxicité générale : suivi des parametres bmgjiques et
physiologiques

4.3.1.1 Evolution pondérale des rats

4.3.1.1.1 Gain de poids des rats

Le gain de poids des rats femelles et males auétéasl cours des 28 jours de I'expérience pour
les rats recevant un blé contaminé en OTA et t@itéon par le procédé Oxygreen®. Les résultats
obtenus pour les rats femelles et méles sont pééssar les graphes 98 et 99.
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Graphe 98.gain de poids, exprimé en g, des rats femelleseatenn blé traité par Oxygreen®
(cadre vert) ou non (cadre extérieur noir) au codes 28 jours de traitement.

Graphe 99.gain de poids, exprimé en g, des rats males re¢ewarblé traité par Oxygreen®
(cadre vert) ou non (cadre extérieur noir) au codes 28 jours de traitement.

Aucune différence significative n'est observée @nant le gain de poids des rats femelles et
des rats males en relation avec l'application doc@udé Oxygreen® sur le blé. De méme, aucune
modification de la prise d’aliment n’est notée. Ranséquent, I'application du procédé n’a pas
d’incidence sur la valeur nutritive du blé.

4.3.1.1.2 Poids des organes

4.3.1.1.2.1 Poids relatif des reins

Les résultats obtenus concernant le poids relatifeth des rats femelles et méales recevant un
blé traité par le procédé Oxygreen® sont présentékes graphes ci-dessous.
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Graphe 100.poids relatif des reins exprimé en % par rappaut poids corporel total des rats
femelles recevant un blé traité (cadre extérieurt)veu non (cadre extérieur noir) par le procédé
Oxygreen®.

Graphe 101poids relatif des reins exprimé en % par rappout @oids corporel total des rats
males recevant un blé traité (cadre extérieur vest) non (cadre extérieur noir) par le procédé
Oxygreen®.

Nous avons constaté que I'exposition a 'OTA induie atrophie rénale chez les rats femelles
(cf paragraphe 3.3.1.1.2.1). La diminution, papriecédé Oxygreen®, du niveau de contamination en
OTA du blé initialement contaminé a 40ug/kg, peraeetrétablir le poids du rein des rats femelles et
males du groupe 50x®, a un poids équivalent a cdsirats du groupe de référence (groupe C). Ce
rétablissement n'est pas observé au sein du grdepats femelles et males 60x®, recevant le blé
initialement contaminé a 100pg d’OTA/Kg, et traitér le procédé Oxygreen®. Néanmoins, nous
notons que le poids relatif du rein des rats desiggs 60x® est équivalent a celui des rats des
groupes 5, exposés a la méme dose d’@iaAun blé non ozoné. Par conséquent, I'atrophie eénal
observée résulte exclusivement de I'expositioOd A des animaux.

4.3.1.1.2.2 Poids relatif du foie

La présence d’'OTA dans le blé entraine une rédudtio poids relatif du foie pour les rats
femelles et méles (cf paragraphe 3.3.1.1.2.2) résgltats obtenus avec les groupes de rats fengtlles
males recevant un blé traité par le procédé Oxy@esmnt présentés sur les graphes suivants.
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Graphe 102.poids relatif du foie exprimé en % par rapport poids corporel total des rats
femelles recevant un blé traité (cadre extérieurt)veu non (cadre extérieur noir) par le procédé
Oxygreen®.

Graphe 103.poids relatif du foie exprimé en % par rappout poids corporel total des rats males
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) owr{oadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Chez les rats femelles, la diminution du niveaucdetamination en OTA du blé par le
traitement Oxygreen® permet de réduire 'atrophépdtique des rats : les rats du groupe 50x®,
recevant un blé contaminé initialement a 40ug/kdragté par le procédé Oxygreen®, ont un poids
hépatique qui est supérieur a celui des rats dupgrd, et plus proche du niveau des rats du grdepe
référence (groupe C). Néanmoins, contrairementgucétait observé au niveau rénal, le poids ffelati
du foie reste inférieur a celui du groupe de réféee

Pour les rats males, la diminution de I'expositilas rats a 'OTA suite au traitement du blé par
le procédé Oxygreen®, ne suffit pas a contrec#igtfet toxique lié a I'ingestion d’OTA.

La diminution du niveau d’exposition des rats daugre 60x®, suite & I'application du procédé
Oxygreen® sur le blé, ne permet pas non plus kbliésement du poids relatif du foie a un niveau
voisin de celui du groupe de référence. On not@, exposition équivalente, les rats femelles etemal
des groupes 5 et 60x® ont un poids relatif hépatmpmparable, indépendamment de I'application du
traitement Oxygreen® sur I'aliment.

4.3.1.1.2.3 Poids relatif du thymus

L'exposition a I'OTA induit une régression du thympour les rats femelles, plus ou moins
prononcée en fonction des groupes (cf paragragh#.B.2.3). Les résultats obtenus avec les groupes
de rats femelles et males recevant un blé traitéegarocédé Oxygreen® sont présentés ci apres.
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Graphe 104. poids relatif du thymus exprimé en % par rappr poids corporel total des rats
femelles recevant un blé traité (cadre extérieurt)veu non (cadre extérieur noir) par le procédé
Oxygreen®.

Graphe 105. poids relatif du thymus exprimé en % par rapgpr poids corporel total des rats
males recevant un blé traité (cadre extérieur veat) non (cadre extérieur noir) par le procédé
Oxygreen®.

Chez les rats males, le poids relatif du thymuwsarge pas que les animaux recoivent un blé
traité ou non par le procédé Oxygreen®.

Chez les rats femelles, le poids relatif du thyrdes rats femelles recevant le blé traité par le
procédé Oxygreen® (groupes 50x® et 60x®) ou noitétr@roupes 5 et 6) est significativement
inférieur a celui du groupe de référence.

La diminution du niveau de contamination en OTAlé par le traitement Oxygreen® ne
permet pas de réduire I'atrophie du thymus, voamplifie (groupes 50x®). Cette amplification peut
étre expliquée en considérant le fait que I'atrepthii thymus la plus prononcée est observée, dans
cette étude, au sein du groupe de rats femellegpsées a 170ng/kg pc/jour (paragraphe 3.3.1.1.2.3
du chapitre 3). La diminution du niveau d’expositides rats par le procédé Oxygreen®, abaisse le
niveau d’exposition vers une dose a laquelle lEtetfle 'OTA sont plus marqués.

4.3.1.2.1 Hématologie

Il est & noter que certains des échantillons dg dan rats des groupes 50x® et 60x®, groupes
recevant un blé traité par le procédé Oxygreen®@siajue des rats du groupe 6, recevant le blé
contaminé au plus fort taux d’'OTA, étaient coaguh&spermettant pas de faire les analyses.

Par conséquent, our les groupes de rats malesx® BO60x®, nous disposons de 4 valeurs
individuelles par groupe. Nous disposons de 3 val@our le groupe 6 de rats femelles, et de 5
valeurs pour les autres groupes.

4.3.1.2.1.1 Taux leucocytaire sanguin

L’exposition des rats femelles et males a 'OTA dwih & une diminution de la quantité de
leucocytes dans le sang des rats exposés auxqutas floses (paragraphe 3.3.1.2.1.1). Les résultats
concernant les rats femelles et méles recevaribiesle blé traités par le procédé Oxygreen® sont
présentés ci-dessous.
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Graphe 106 Graphe 107

Graphe 106.taux de leucocytes sanguin, exprimé en T/I, ¢bezats femelles recevant un blé
traité (cadre extérieur vert) ou non (cadre extéri@oir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 107. taux de leucocytes sanguin, exprimé en T/I, eermts males recevant un blé traité
(cadre extérieur vert) ou non (cadre extérieur h@iar le procédé Oxygreen®.

Chez les rats femelles, la diminution du niveauxpdsition des rats a 'OTA suite a
I'application du procédé Oxygreen® sur le blé, penet pas de ramener le taux leucocytaire sanguin
des rats a un niveau équivalent a celui du grogpectérence (groupe C), ni méme de contrecarrer
cette baisse. Nous avions observé que, méme dassfaloses d’exposition (groupe 4, 500ng/kg
pc/jour, chapitre 3.3.1.2.1.1) conduisaient a umairdition du le taux leucocytaire sanguin des rats
femelles. Les rats femelles du groupe 50x® sonbgé&p a 730ng/kg pc, dose supérieure a celle pour
laquelle nous observons une diminution du tauxededcytes. Il est donc logique de ne pas observer
une ameélioration vis-a-vis de ce parameétre.

Contrairement a ce observé chez les rats femddie@iminution de I'exposition des rats males,
suite a I'application du traitement Oxygreen® sublé, se traduit par une nette diminution de ¢eff
de I'OTA sur le taux sanguin en leucocytes (groB@x® versusgroupe 5) ; néansmoins, le taux
leucocytaire reste inférieur a celui du groupe éférence. En ce qui concerne les groupes de rats
males 6 et 60x®, la diminution du niveau d’expasitides rats n’est pas suffisante pour rétablir un
taux normal en leucocytes.

4.3.1.2.1.2 Taux érythrocytaire

L’exposition des rats a I'OTA a pour effet une aegation du taux d’érythrocytes selon un
effet en « cloche » (paragraphe 3.3.1.2.1.2). Essltats obtenus suite a I'ingestion d’un blé éraiar
le procédé Oxygreen® par les rats femelles et ns@lesprésentés ci-apres.
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Graphe 108.taux d'érythrocytes, exprimé en T/l, chez les r@melles recevant un blé traité
(cadre extérieur vert) ou non (cadre extérieur h@iar le procédé Oxygreen®.

Graphe 109.taux d'érythrocytes, exprimé en T/l, chez les raéiles recevant un blé traité (cadre
extérieur vert) ou non (cadre extérieur noir) pardrocédé Oxygreen®.

Pour les rats femelles, I'exposition & 'OTA n'intdypas devariations significatives de la
concentration en érythrocytes. Chez les rats fameicevant le blé traité par le procédé Oxygreen®,
il est a noter que le taux d’érythrocytes des datggroupe 50x® est supérieur a celui des rats du
groupe 5 et a celui du groupe de référence (gr@pececi s’explique par le fait que la baisse de
I'exposition a I'OTA se rapproche de la concentmatpour laquelle on a observé les effets les plus
prononcés sur le taux d’érythrocytes (groupe 4agraphe 3.3.1.2.1.2). En ce qui concerne les rats
femelles du groupe 60x®, on note une plus grandpedsion des résultats que dans tous les autres
groupes. De ce fait, aucune différence signifi@atitest observée entre les groupes 1, 5, 6 et 60x®.

Pour les rats males, I'exposition a 'OTA induiteuaugmentation nette de la concentration en
érythrocytes. La diminution de I'exposition de aaim par le procédé Oxygreen® n’est pas suffisante
pour que I'on n'observe plus les effets de 'OTA sa parametre (groupes/BrsussOx® et groupes
6 versus6Ox®).

4.3.1.2.1.3 Facteurs de la coagulation

» Concentration en plaquettes

L'exposition des rats a 'OTA entraine une augmeomadu taux de plaguettes chez les rats
femelles (paragraphe 3.3.1.2.1.3).

Les résultats concernant les groupes de rats liesnet méales recevant un blé traité par le
procédé Oxygreen® sont présentés ci-dessous.
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Graphe 110 Graphel1l

Graphe 110.taux plaguettaire sanguin, exprimé en T/l, chez dats femelles recevant un blé
traité (cadre extérieur vert) ou non (cadre extériaoir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 111.taux plaquettaire sanguin, exprimé en T/I, cheszrhts males recevant un blé traité
(cadre extérieur vert) ou non (cadre extérieur h@ar le procédé Oxygreen®.

Pour les rats femelles, la diminution de I'expasitides rats du groupe 6 ne permet pas de
contrecarrer I'effet de I'OTA sur la concentratisenguine en plaquettes et augmente la dispersgon de
résultats. La concentrattion en plaquettes dansafgy des rats femelles des groupes 5 et 60x®,
exposeés a la méme dose d'OTA via un aliment natétau traité par le procédé Oxygreen®, est
équivalente. Par conséquent, I'effet sur la comaéinh plaquettaire des rats du groupe 60x® est
exclusivement liée a la quantité d’OTA ingéréelparanimaux.

En ce qui concerne les rats males, le taux plagjtett’'est pas modifié que ceux-ci recoivent
un aliment traité ou non par le procédé Oxygreen®.

» Concentration en fibrinogene

L'exposition & 'OTA des rats conduit a une augnatioh de la concentration sanguine en
fibrinogéne, selon un effet « en cloche », les mé@l@ant plus sensibles que les femelles (paragraphe
3.3.1.2.1.3).

Les résultats obtenus avec les rats femelles &smécevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes ci-dessous
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Graphe 112Concentration sanguine en fibrinogene, exprimée gdn chez les rats femelles
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) owr{oadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 113. Concentration sanguine en fibrinogéne, expringde g/l, chez les rats males
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) onrfoadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

La diminution de I'exposition a 'OTA des rats felles du groupe 5, suite a I'application du
procédé Oxygreen®, permet de rétablir une condimraaormale en fibrinogene (groupe 5 versus
groupe 50x®). Pour les groupes 6 et 60x®, la conadan en fibrinogéene dans le sang des rats
femelles est comparable & celle du groupe de référggroupe C).

Contrairement a ce observé pour les femelles, lesurats males, la diminution de I'exposition
des rats suite a I'application du procédé Oxygresn®le blé, ne permet pas d'annuler I'effet de
I'OTA sur la concentration sanguine en fibrinogeNeus avons observé |'effet le plus prononcé au
sein des rats males du groupe 4 (paragraphe 3133).2 es rats du groupe 50x® sont exposés a une
dose d'OTA de 730ng/kg pc/jour, relativement prodbecelle du groupe 4 (500ng/kg pcl/jour), ce qui
explique que nous observions toujours I'effet toxigle 'OTA.

La concentration en fibrinogéne dans le sang des da groupe 60x® a tendance a étre
supérieure a celle des rats du groupe 6 et edbgina celle des animaux du groupe 5. Les groGpes
et 60x® étant exposés a une dose équivalente d'OITApparait que l'application du procédé
Oxygreen® sur le blé n'a pas d’incidence par lurmeésur la concentration en fibrinogéne et que
I'effet sur ce parameétre est directement lié osedd’exposition a 'OTA des animaux.

4.3.1.2.2 Biochimie sanguine

Les paramétres sanguins ont été déterminés surlésuanimaux de chacun des groupes, a
I'exception des animaux morts en cours d’expérience

4 3.1.2.2.1 Concentration sanguine en électrelyte

 Concentration en CI

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesné@cevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes 114 et 115
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Graphe 114Concentration sanguine en Céxprimée en mmol/l, chez les rats femelles retteva
un blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadsdérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 115. Concentration sanguine en Géxprimée en mmol/l, chez les rats males recavant
blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadreégigur noir) par le procédé Oxygreen®.

L’exposition a I'OTA induisait une baisse de la ai@imie chez les rats males et femelles
(chapitre 3.3.1.2.2.1).

Aucune différence concernant la concentration saegen Cl n'est observée, ni, entre les
groupes 5 et 50x®, ni entre les groupes 6 et 60x@®evant un blé non traité ou traité par
Oxygreen®. La diminution de I'exposition, suite’@pbplication du procédé Oxygreen®, n’atténue pas
I'effet toxique de I'OTA sur ce paramétre ; cetedféest méme amplifié pour les rats males du groupe
50x® recevant le blé contaminé a 40ug/kg et tizdiéle procédé.

De méme, a exposition équivalente, I'effet sur ¢maentration sanguine en chlore est plus
prononcé chez les rats méales recevant un blé paitée procédé Oxygreen® (groupe 60x®) que chez
les rats recevant un blé non traité groupe 5).eCatbplification n'est pas observée chez les rats
femelles. Ceci signifie que cet effet toxique n’pas seulement lié a la dose d’exposition, mais peu
étre d0 a un métabolite de 'OTA. De plus, I'amiphfion de l'effet toxique n’est observée
uniquement chez les rats males, ce qui peut éseemparallelle avec les différences dépendantes du
sexe concernant la métabolisation de 'OTA.

« Concentration en Nd

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesné@cevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes 116 et 117
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Graphe 116.Concentration sanguine en Naxprimée en mmol/l, chez les rats femelles reteva
un blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadsdérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 117.Concentration sanguine en Naxprimée en mmol/l, chez les rats males recavant
blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadreégigur noir) par le procédé Oxygreen®.

L’exposition des rats a I'OTA induit une diminutiate la concentration sanguine en’ N
facon dose-dépendante, les femelles étant plusbsengiue les males (paragraphe 3.3.1.2.2.1). La
diminution de la concentration sanguine eri,Niée a I'exposition a 'OTA, est amplifiée powsl rats
femelles et males du groupe 50x® recevant un lléetipar Oxygreen®, par rapport aux rats du
groupe 5 recevant le blé non traité. De méme,desfemelles et males du groupe 60x®, exposeés a
une dose d'OTA comparable a celle du groupe 5, maigevant un blé traité par le procédé
Oxygreen®, ont une concentration sanguine ehnsttemeninférieure a celle des rats du groupe 5.
Ceci signifie que I'impact de I'exposition a 'OT8ur la natrémie n'est pas seulement lié a la dose
d’exposition, mais peut étre di a un métabolitE@EA.

La diminution de I'exposition des rats par le p&dxygreen® ne permet pas de rétablir la
concentration sanguine en Na un taux normal. En présence d’une sur-contaiomagn OTA,
I'application du procédé Oxygreen® sur le blé dneaune amplification de la diminution du taux
sanguin en Na

« Concentration en K'

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesné@cevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes ci-dessous
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Graphe 118Concentration sanguine en’ Kexprimée en mmol/l, chez les rats femelles retava
blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadreégigur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 119.Concentration sanguine en’ Kexprimée en mmol/l, chez les rats méales recewant
blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadreégidur noir) par le procédé Oxygreen®.

L’exposition des rats femelles a I'OTA ne modifiasple taux sanguin en potassium alors que
chez les rats males, I'exposition a 'OTA induitedtaugmentation de la concentration sanguine &n K
selon un effet « en cloche », avec I'effet maximpalir le groupe 4 exposé a 500 nanog/kg pc/jour
(paragraphe 3.3.1.2.2.1).

Pour les rats femelles recevant un blé contamin®@EA, et traité par le procédé Oxygreen®,
on observe une augmentation significative de laceotration sanguine en*Kau sein du groupe
60x®, pour lequel, la concentration sanguine émt supérieure a celle du groupe de références, mai
également a celle du groupe 5 (exposé a la méneedd®@g A) ainsi qu’a celle du groupe 6. Cet effet
n'est pas observé chez les rats méles.

Une fois de plus, cet effet toxique n'est pas deeent lié & la dose d’'OTA ingérée et est
dépendant du sexe, faisant suspecter I'implicatian métabolite de 'OTA.

« Concentration en C&"

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesm@cevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes ci-dessous
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Graphe 120.Concentration sanguine en €aexprimée en mmol/l, chez les rats femelles retteva
un blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadseérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 121.Concentration sanguine en €aexprimée en mmol/l, chez les rats males recevant
un blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadseérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

L’exposition des rats a 'OTA induit une augmendatie la concentration sanguine en Clzez
les rats femelle alors gqu’aucun effet significatiest observé chez les rats méales (paragraphe
3.3.1.2.2.1).

La diminution de I'exposition des rats femelles@TIA par le procédé Oxygreen® ne permet
que trés peu de limiter I'effet de 'OTA sur la cemtration sanguine en €al'augmentation de la
concentration sanguine en %Gaobservée au sein du groupe 6 est légérementudtiéau sein du
groupe 60x®, recevant le blé traité par le proc€&déggreen®, cette valeur reste néanmoins
significativement supérieure a celle du groupeédérence.

Chez les rats males, I'ingestion d’'un blé traité leaprocédé Oxygreen® ne module pas de
maniere significative ce parameétre, bien qu'unelaece a la baisse soit observée.

» Concentration en phosphore inorganique

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesnéécevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes ci-dessous
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Graphe 122.Concentration sanguine en phosphore inorganicqrimée en mmol/l, chez les
rats femelles recevant un blé traité (cadre extérieert) ou non (cadre extérieur noir) par le proé
Oxygreen®.

Graphe 123.Concentration sanguine en phosphore inorganiqi@rimée en mmol/l, chez les
ratsméles recevant un blé traité (cadre extérieartiyou non (cadre extérieur noir) par le procédé
Oxygreen®.

L'exposition des rats a 'OTA induit une augmerdatide la concentration sanguine en
phosphore inorganique selon un effet «en clochsmiguement observé chez les rats males
(paragraphe 3.3.1.2.2.1). La diminution de I'exposides rats, par le procédé Oxygreen®, amplifie
I'effet de 'OTA sur la concentration sanguine emopphore inorganique, bien que les variations
observées ne soient pas significatives. Cette fiogtion est nette dans le groupe 60x® de rats snale
pour lesquels, la concentration sanguine en phesphorganique est significativement supérieure a
celle du groupe de référence (groupe C), mais Bgaiea celle du groupe 5 exposé a la méme dose
d’'OTA, et a celle du groupe 6.

Il est probable que I'amplification de cet effekitjue, chez les rats recevant le blé traité par le
procédé Oxygreen®, soit lié a une modificationaenktabolisation, cet effet n’étant pas directement
lié & la quantité d’'OTA ingérée.

4 .3.1.2.2.2 Concentration sanguine en glucosegeskérol, urée, créatinine et triglycérides

» Concentration en glucose

L'exposition des rats femelles et méles a I'OTAndiiit pas de modification de la concentration
sanguine en glucose. De méme, l'ingestion de bi&étpar le procédé Oxygreen® n’a pas d'incidence
sur ce parameétre.

» Concentration en cholestérol

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesné@cevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes ci-dessous
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Graphe 124.Concentration sanguine en cholestérol, expriméanenol/l, chez les rats femelles
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) onrfoadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 125.Concentration sanguine en cholestérol, exprimgemanol/l, chez les rats méles
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) onrfoadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

L’exposition des rats femelles a I'OTA induit uratiance a 'augmentation de la concentration
sanguine en cholestérol selon un effet « en clocfgaragraphe 3.3.1.2.2.2) alors qu’aucun effet
significatif n’est noté chez les rats males.

La diminution de I'exposition des rats femellesgitaupe 5, par le procédé Oxygreen®, ramene
le taux de cholestérol dans le sang des rats dipgrdOx® a un niveau comparable a celui du groupe
de référence.

Chez les rats males, les valeurs 2,6 et 3,1mrant/lété exclues du groupe C par le logiciel
statistigue. De méme, au sein du groupe 50x® deleuvs (2,5 et 2,8mmol/l) ont été exclues. La
prise en compte de ces valeurs montre que la ctratien en cholestérol est soumise a d’'importantes
fluctuations, et que I'applicatiuon du procédé Qegm® sur I'aliment n'a en soit pas d’incidence sur
ce parametre.

» Concentration sanguine en urée

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesné@cevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes ci-dessous
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Graphe 126.Concentration sanguine en urée, exprimée en rhrohz les rats femelles recevant
un blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadseérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 127Concentration sanguine en urée, exprimée en mnehidz les rats males recevant un
blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadreégidur noir) par le procédé Oxygreen®.

L’exposition des rats femelles a I'OTA induit uratiance a 'augmentation de la concentration
sanguine en urée selon un effet dose dépendaiig(pphe 3.3.1.2.2.2) alors que pour les rats males,
on ne note pas d'incidence de 'OTA sur ce paragnetr

Les rats femelles du groupe 50x®, recevant unraliétpar le procédé Oxygreen®, ont une
concentration sanguine en urée supérieure a aelgalipe de référence, ainsi gu’a celle du groupe 5
L'application du procédé Oxygreen® sur le blé afigli’effet de I'OTA sur la concentration
sanguine en urée ; ceci s’explique par le fait lgubaisse d’exposition a 'OTA n’est pas suffisante
pour atteindre un taux pour lequel aucun effettrobservé sur ce parametre.

Pour les rats males, I'exposition a 'OTA n’'indpis de variations significatives concernant la
concentration en urée. De méme, l'application daitdment Oxygreen®, et la diminution de
I'exposition des rats a I'OTA, n’induisent pas deiation significative de la concentration en urée.

« Concentration en créatinine

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesm@cevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes ci-dessous
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Graphe 128.Concentration sanguine en créatinine, exprimgeuenol/l, chez les rats femelles
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) owr{oadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 129Concentration sanguine en créatinine, expriméepenol/l, chez les rats males
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) omr{oadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Pour les rats femelles, nous n’observons aucurférelifce significative entre les différents
groupes de rats.

Pour les rats males, la diminution du taux de origet, observée au sein du groupe 6, n'est plus
détectée au sein du groupe 60x®, suite a la dimsimute I'exposition de ces rats par application du
traitement Oxygreen® sur le blé. Le taux de cré@atirdes rats du groupe 60x® est comparable a
celui des rats du groupe 5, exposés a la mémedio3& via un blé non ozoné.

» Concentration en triglycérides

Les résultats obtenus avec les rats femelles eesné@cevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® sont présentés sur les graphes ci-dessous
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Graphe 130. Concentration sanguine en triglycérides, expgna@ mmol/l, chez les rats femelles
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) ownr{oadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.
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Graphe 131. Concentration sanguine en triglycérides, expanedh mmol/l, chez les rats males
recevant un blé traité (cadre extérieur vert) onrfoadre extérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

L’exposition des rats femelles a 'OTA ne modulps le taux de triglycérides (chapitre
3.3.1.2.2.2).

Les rats femelles du groupe 60x® ont une concémtraginguine en triglycérides sensiblement
supérieure a celle des rats femelles du groupea& éguivalente a celle des animaux du groupe 5
recevant une quantité équivalente d’'OTA. Cette argation de la concentration en triglycérides
n'est pas observée au sein du groupe 50x®. Pagéqgaest, le procédé Oxygreen ® n'a aucun effet
sur ce parametre.

Pour les rats males des groupes 50x® et 60x®, olossrvons une tendance a la diminution de
la concentration sanguine en triglycérides ; néansyaes variations ne sont pas significativesaet |
concentration en triglycérides dans les groupesvaet un blé traité par le procédé Oxygreen® est
comparable a celle du groupe de référence. Commele® rats femelles, le procédé Oxygreen® n'a
aucun effet sur ce parametre chez les rats males.

4 .3.1.2.2.3 Concentration sanguine en ALP, ASART

* Concentration en ALP (phosphatase alcaline)

L'exposition des rats males a I'OTA n’induit pas deodification significative de la
concentration en ALP pour les rats males et femBlieméme, ce parametre n’est pas modifié pour
les rats recevant un blé traité par le procédé @emR.

» Concentration en ASAT (aspartate amino transférase)
Les résultats obtenus avec les rats femelles &tsnséint présentés sur les graphes ci-dessous.
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Graphe 132.Concentration sanguine en ASAT, exprimée en théz les rats femelles recevant
un blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadseérieur noir) par le procédé Oxygreen®.

Graphe 133Concentration sanguine en ASAT, exprimée en WAzdes rats males recevant un
blé traité (cadre extérieur vert) ou non (cadreégidur noir) par le procédé Oxygreen®.

Chez les rats femelles, comme chez les rats malesncentration en ASAT dans le sang des
rats du groupe 60x® est supérieure a celle desdraggroupe 6. Néanmoins, a exposition égale, la
concentration sanguine en ASAT dans le sang desnales et femelles est équivalente, que ceux-ci
recoivent un blé traité ou non par le procédé Cegg® (groupe 60x®ersusgroupe 5). Par
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conséqguent, la variation de la concentration saiegen ASAT dépend de la dose d’exposition a
I'OTA et le procédé Oxygreen® n’'a par lui-méme péscidence sur ce paramétre. L'exposition des
animaux n’est pas suffisemment réduite pour que dloserve une disparition des effets de I'OTA sur
ce parametre.

» Concentration en ALAT (alanine amino transférase)

L’exposition des rats femelles et males a I'OTAndiiit pas de modification de la concentration
sanguine en ALAT. De méme, l'ingestion de blé &giir le procédé Oxygreen® n’a pas d'incidence
sur ce parametre.

4.3.1.2.3 Conclusions

La diminution du niveau d’exposition des rats all®par le procédé Oxygreen® appliqué sur
un blé modérément contaminé (groupe 5) permetdiereéles effets toxiques observés concernant :

- la baisse du poids relatif du rein des rats méldemelles

- la baisse du poids relatif du foie des rats féesel

- la baisse du taux de leucocytes sanguin pouatesnéles

- 'augmentation de la concentration en fibrinogéaas le sang des rats femelles.

Il est clair que la baisse de I'exposition des amima I'OTA par le traitement du blé par le
procédé Oxygreen® diminue les effets de I'OTA sersysteme immunitaire, les phénoménes
d’'inflammation et I'atrophie des organes. Ceci qndi que ces effets sont directement liés a la dose
d’OTA ingérée.

Nous avions montré dans le chapitre 3 que I'exjmrsd I'OTA aux doses testées avait aussi un
impact sur la fonction rénale : les taux de chlate, sodium baissaient et le taux de phosphore
inorganique augmentait. L'abaissement du taux d’Q¥aks le blé par le procédé Oxygreen® ne
réduit pas ces effets toxiques. On note méme umdifaration du phénomeéne. Ceci s’explique d’'une
part en considérant le fait que la toxicité de IZO3uit une évolution en « cloche » en fonction de
I'exposition : aprés application du procdé Oxygreesur le blé, le taux résiduel d’'OTA est voisin de
celui pour lequel I'effet maximal était observé q@ se traduit par un effet plus marqué que celui
observé dans le groupe recevant un aliment notétrBiautre part, cette amplification de I'effet
toxique peut étre expliquée en considérant le dag cet effet a pour origine la présence d'un
métabolite de 'OTA, et non la molécule d’'OTA eteainéme. Nous avons observé que la diminution
de l'exposition des animaux a I'OTA par le procé@&ygreen® induisait des modifications
concernant la métabolisation de la toxine. La modlifon de la métabolisation peut expliquer ces
variations concernant les effets toxiques consiscaitine exposition a 'OTA.

La diminution de I'exposition des rats femelles &ané par contre I'effet délétére de I'OTA sur
le taux de calcium.

4.3.2 Génotoxicité

Nous avons cherché a déterminer le potentiel g&ipte de I'OTA résiduelle dans les organes
des rats ayant recu un blé traité par le procéd@@rn®.

L’ADN a été extrait sur les organes de plusieudividus (rein et foie) et les adduits ont été
post-marqués av’P

4.3.2.1 Potentiel génotoxique de I'OTA résiduelleuaniveau rénal

Nous avons recherché la formation d’adduits a I’ABal chez 3 rats males, et chez 2 rats
femelles, recevant les lots de blés artificielletrmamtaminés ou non en OTA, et traités ou non @ar |
procédé Oxygreen®. La séparation des adduits asé&é par migration multidimensionnelle avec
« contact-transfert ». Les résultats obtenus s@semtés ci-apres.

D’un point de vue qualitatif, on observe les méradduits a I'’ADN chez les rats males et
femelles. On ne détecte pas de nouvel adduit aNAdans les reins des rats ayant recu un blé
contaminé en OTA et traité par le procédé Oxygreen®
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Graphe 134.quantification des adduits & I'’ADN, en nombre difaits/10 nucléotides, dans le
rein des rats femelles recevant un blé non traaé @xygreen® (cadre extérieur noir) ou traité par
Oxygreen® (cadre extérieur vert).

Graphe 135.quantification des adduits & '’ADN, en nombre difaits/10 nucléotides, dans le
rein des rats méales recevant un blé non traité @xygreen® (cadre extérieur noir) ou traité par
Oxygreen® (cadre extérieur vert).

Chez les rats femelles, exposés a la plus forte db®TA (groupe 6), la diminution de
I'exposition des rats suite a I'application du teaient Oxygreen®, ne conduit pas une diminution du
nombre total d’adduits & I’ADN rénal (groupe 60x®ar contre, pour les rats exposés a une dose
moyenne en OTA (groupe 5), le nombre total d’addait’ADN rénal est significativement réduit
suite a I'application du traitement Oxygreen® (grelbOx®).

Pour les rats males, la diminution de I'exposittes rats du groupe 6, suite a I'application du
procédé Oxygreen®, a pour effet une amplificatien lddduction au niveau rénal. Nous avons
observé un effet « en cloche » de I'expositionGTA, sur la formation d’adduits a I'ADN rénal des
rats femelles et males. L'application du traitem@xygreen® sur ce blé fortement contaminé en
OTA, abaisse I'exposition des rats a I'OTA a uneaiu pour lequel une quantité supérieure d’adduits
a I'ADN est formée. Les rats males des groupes @ai®, exposés a une dose comparable d'OTA,
ont une quantité équivalente d'adduits a 'ADN. Ranséquent, la formation de ces adduits est
exclusivement liée a la dose d’exposition & I'OTiAlee procédé Oxygreen® n’'induit par lui-méme
aucune amplification du potentiel génotoxique @TIA.

4.3.2.2 Potentiel génotoxique au niveau hépatique
Les adduits a I'’ADN ont été recherchés sur le fiée2 rats méles et de 2 rats femelles de
chacun des groupes. Les adduits sont séparés pamatiographie multidimensionnelle avec
« contact-transfert ». Nous n’observons pas dérdiffce qualitative concernant la formation d’adduit
a 'ADN ni en fonction du sexe des rats, ni en tamt de I'exposition ou de I'application du

traitement Oxygreen® sur le blé.
Les résultats pour les rats femelles obtenus géseptés sur le graphe 136.
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Graphe 136.quantification des adduits & '’ADN, en nombre difaits/10 nucléotides, dans le
foie des rats femelles recevant un blé non tra@é @xygreen® (cadre extérieur noir) ou traité par
Oxygreen® (cadre extérieur vert).

L'analyse des adduits a 'ADN, ayant été réalisée seulement deux individus, nous avons
présenté sur le graphe de droite les valeurs ithgélies obtenues.

Les rats femelles du groupe 50x®, recevant un aiéétpar le procédé Oxygreen® ont une
guantité d’adduits a I'’'ADN inférieure a celle dessrfemelles du groupe 5 : la diminution du niveau
d’exposition des rats a 'OTA par le procédé Oxegm® (groupe 50x®) permet de réduire la
formation d’adduits a I'ADN. Par contre, en ce goncerne la plus forte exposition (groupe 6), la
diminution de I'exposition des rats femelles a I'®W'a pas d’effet sur la quantité d’adduits a 'ADN
formés (groupe 60x®). Ceci est lié a la formatioen«cloche » des adduits a I'ADN suite a
I'exposition des rats a I'OTA.

Les résultats pour les rats méales obtenus sorémessur le graphe 137.
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Graphe 137.quantification des adduits & I'’ADN, en nombre difaits/10 nucléotides, dans le
foie des rats males recevant un blé non traité Parygreen® (cadre extérieur noir) ou traité par
Oxygreen® (cadre extérieur vert).

L’analyse des adduits a I'ADN, ayant été réalisee seulement deux individus, nous avons
présenté sur le graphe de droite les valeurs ithgélies obtenues.
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Contrairement a ce qui est observé pour les ratglfes, la diminution de I'exposition des rats
males a I'OTA, suite a I'application du traitemedtygreen® sur le blé, n'a pas d’incidence sur le
nombre d’adduits a 'ADN hépatique : on détecteaatiti’adduits a 'ADN dans les groupes de rats
males recevant un blé traité ou non par le proGd@reen®.

Au niveau hépatique, nous avons observé un efet cloche » pour la formation des adduits &
I’ADN en fonction de I'exposition des rats a 'OTRAe maximum d’adduits formé est observé au sein
du groupe 4, exposé a 500ng/kg pc/jour. La dimimutie I'exposition des rats a 'OTA, ne permet pas
d’amener I'exposition des animaux a une valeurriatée a la dose pour laquelle les effets les plus
marqués sont observés. Ceci expliqgue que nouseéreions pas une diminution de I'adduction pour
les groupes recevant un blé traité par le procég@@en®.

4.3.2.5 Conclusions

L'application du procédé Oxygreen® sur le blé, maduit pas a I'apparition de nouveaux
adduits & 'ADN des organes des rats méles et femeadxposés a ce blé traité, mais modifie le profi
d’adduction.

Au niveau pulmonaire, la diminution de I'expositidas rats par ozonation du blé, contribue a
diminuer la quantité d’adduits formés a I’ADN dedsrmales et femelles. On note une modification
du profil d'adduction & 'ADN pulmonaire pour leats femelles. Ceci indique, que des variations du
niveau d’'exposition conduisent a la modulation deniétabolisation de I'OTA, pouvant étre a
I'origine de la formation d’adduits qualitativemeattquantitativement différents.

Pour les rats males, la diminution de I'expositisnjte au traitement du blé par le procédé
Oxygreen®, ne conduit pas a une diminution de Kmtion a 'ADN, tant au niveau rénal qu'au
niveau hépatique. On note méme une amplificatiola dermation des adduits a I’ADN rénal pour les
rats males recevant un blé contaminé au plusdart ¢’'OTA et traité par le procédé Oxygreen®. Ceci
peut étre mis en paralléle avec la métabolisat®ohQITA au niveau rénal et hépatique, modifiée chez
les rats recevant un blé traité par le procédé @eR.

Pour les rats femelles, aussi bien au niveau fgmatju’'au niveau rénal, nous observons une
diminution de 'adduction & 'ADN suite a I'applitan du procédé Oxygreen® sur le blé contaminé a
40upg/kg (groupe Bersusgroupe 50x®) ; I'application du procédé sur le tbétaminé & 100pg/kg en
OTA n’a pas d'incidence sur le niveau d’adductionples rats femelles.

Nous constatons une différence importante entresrétl femelles, comme ce qui a été observé
au cours de I'étude de toxicité générale (pararadirechimiques, physiologiques et hématologiques
des rats). L'absence de réduction du niveau d'aitiu@u niveau hépatique et rénal, lorsque le
traitement Oxygreen® est appliqué sur un blé coméra un fort taux d’OTA, est lié au fait, gu'une
relation dose/effet linéaire entre exposition etuadion n’est établie que lors de I'exposition d&s a
des doses d’OTA inférieures a 3500ng/kg pc/joundges 1, 3 et 4).

205



Conclusion, discussion générale, et perspectives

Conclusion, discussion générale, et perspectives

Le rbéle des moisissures, et des mycotoxines, spesté dans certaines pathologies humaines et
animales depuis plusieurs décennies (Miller & Tty 1994 ; pour un article général, voir CAST,
2003 et Pfohl-Leskowicz, 1999c). Certaines mycotegj notamment |'ochratoxine A (OTA),
semblent étre liées a I'apparition de cancerymtlfobjet de réglementations au niveau Européen.

L'OTA est associée a la néphropathie endémiqueBadisans, mais également a divers effets
toxiques tels que l'immunotoxicité, I'hépatotoxiitla tératogénicité ou la carcinogénicité (cf
introduction bibliographique ; Pfohl-Leszkowiczt al, 2002a). La contamination en OTA étant
ubiquitaire, ceci pose un réel probléme de santdique. La présence de cette toxine dans divers
aliments est réglementée en Europe depuis 4 arsslelaicéréales et depuis I'année derniere dans les
produits de la vigne, le café, et les aliments gmbé (réglements CE 472/2002, CE N°683/2004 et
N°123/2005). Cette toxine étant particulieremergistdnte aux procédés de transformation agro-
alimentaires (cf introduction bibliographiques, ptige 2), il est important de trouver des moyens de
limiter sa présence dans I'aliment.

Le but de cette thése est de déterminer si le géo€¥ygreen® peut étre une solution a la
problématique de la contamination par 'OTA desaégs.

Pour cela, nous avons tout d’abord testé I'effigade I'ozonation de I'OTA en solution afin de
vérifier sa dégradation et la non apparition dedpits toxiques ou génotoxiques. La dégradation est
totale aprés 5 minutes de traitement a I'ozone .n$adele de cellules rénales, cible de 'OTA, aucune
toxicité ni génotoxicité n’est observée. Dans uradrite complexe, comme le blé, 'ozonation a eu
pour cible non seulement 'OTA, mais également ghesluits intrinseques au blé. Bien que la durée
du traitement par I'ozone ait été augmentée podétamntamination en OTA du blé, nous n’atteignons
pas un taux d’élimination comparable a celui ob&emw solution aqueuse. Une part d’'OTA résiduelle
est retrouvée dans l'aliment traité par le procémEmprise entre 30 et 50% de la contamination
initiale). Ceci résulte de deux phénoménes :

(i) 'accessibilité de I'OTA a I'ozone est moindgeiand celle-ci est associée au blé

(i) 'ozone, appliqué sur le blé, réagit avec I'®Tmais également avec les autres composés de
la matrice, ce qui limite son efficacité pour lacdétamination. D’autres auteurs ont montré que la
présence de matiére organique réduisait le potedte 'ozone pour la décontamination en
mycotoxines ou en micro-organismes, (Mac Keetial, 1997 ; Glzel-Seydirat al, 2004).

Nous avons obsenvg vitro que la qualité du blé, sur lequel le procédé Oegg® est appliqué,
est un parameétre important. Notamment, le stadgedwaination du blé a une incidence sur I'innocuité
du procédé. Le blé pré-germé induit, sur des axlidxposées a un extrait de blé concentré, la
formation d’adduits & 'ADN. Ce potentiel génotoxe est amplifié suite a I'application du procédé
Oxygreen® sur le blé.

Malheureusement le blé de référence utilisé damse ridude était un blé caractérisé par un
temps de chute de Hagberg bas (inférieur a 200hl&gré-germé, est un blé inutilisable d'un point
de vue technologique. L'ozonation de ce blé a fiaéokla germination du blé ce qui nous a conduit a
observer une amplification de son potentiel gérigtex sur modele cellulaire. L'analyse des profils
d’adduits nous a clairement montré que ceci n'éagtunement lié a I'OTA, mais a ce phénomeéne de
germination. Les composés impliqués pourraient légeacides hydroxamiques, connus pour induire
la formation d’adduits a I’ADN (Hashimotet al, 1991 ; Ishizaket al 1982), des micronoyaux et des
mutations dans le test d’Ames (Buchnetnal, 2006). Ces substances sont des pesticides rsturel
stockés dans les vacuoles des plantes sous foriegtieosides inactifs. L’ozonation du blé favorise
la destruction de ces vacuoles, et surtout indeitames enzymes de dégradation, permettant
I'élimination de I'aglycone. Il serait nécessaire erifierin vivo, que l'ingestion de ces lots de blé
pré-germés ne conduit pas a I'apparition d’effésajoxiques.

206



Conclusion, discussion générale, et perspectives

Les essais de panification, menés avec ces lddédaré-germeés, ont montré que I'application
du procédé Oxygreen® permettait d’en améliorepltepriétés technologiques. Néanmoins, au vu des
résultats de I'étude de toxicité et de génotoxioléenusin vitro, I'usage de ce procédé, dans le but
d’améliorer les propriétés technologiques de latshié initialement non panifiables, n'est plus
envisagée par I'entreprise développant le procéd@plication du procédé Oxygreen® sur un blé de
qualité meunier ne présente, en revanche, auciaepne au vu des résultats des étudestro.

Dans la suite du travail, nous avons étudigivo, chez des rats Dark Agouty, si la diminution
de I'exposition des rats a I'OTA, par I'applicatia@u traitement Oxygreen® sur le blé, permet de
réduire certains des effets toxiques observés qoesément a I'exposition a cette toxine. Notre choix
s'est porté sur les rats Dark Agouty car des difiées en fonction du sexe ont été observées
concernant les effets carcinogenes de 'OTA (Castexet al, 1998 ; Pfohl-Leszkowicet al, 2002b),
cette différence étant notamment liée a I'expressie CYP2C de nature différente entre males et
femelles (Pfohl-Leszkowicet al, 1998). D’autre part, nous avons beaucoup de denméacernant
notamment les inductions enzymatiques, recueilbes de I'étude faite chez ces rats par Anne
Molinié durant sa thése (Molinié, 2004). L'étudesdeffets liés a une exposition subchronique a
'OTA sur ce modele animal permet de rendre comgés variabilités inter-individuelles et
dépendantes du sexe existant concernant le pdtendigue de 'OTA.

Nous avons suivi les effets toxiques qui pouvaiéme engendrés chez des rats males et
femelles par I'ingestion de faibles doses d’OTAt(ertOng /kg pc/jour et 8500ng/kg pc/jour). Nous
avons suivi la toxicocinétique de 'OTA, adminigrpar voie oral&ia un aliment contaminé, ainsi
gue les effets toxiques consécutifs a cette exposiCette voie d’exposition est comparable a Il vo
d’exposition de I'hnomme a I'OTA, puisque la majepaat de I'exposition humaine a pour origine les
céréales. La nature de la matrice a son importdaos I'étude de la toxicocinétique et des effets
toxiques de I'OTA. En effet, il a été montré quanddure de la matrice pouvait avoir une incidenge s
le transport d’'un contaminant & travers I'épithéliintestinal (Wienket al, 1999 ; Brandoret al,
2006) ; la bioaccessibilité de 'OTA, déterminée pa libération depuis la matrice dans le tractus
gastrointestinal, est un parametre important giliémcera son absorption. Il a été montréyitro,
gue la présence simultanée de certains polyphdnbtysine, quercétine, génistéine) contribuait a
augmenter I'absorption de I'OTA, vraisemblablem@ar un mécanisme de compétition avec les
pompes MRP2 (« Muti-drug Resistance Protein ») p#tant la sortie de 'OTA vers la lumiere
intestinale (Bergeet al, 2003 ; Sergerdt al, 2005 ; Larondelle, 2005). Dans une étude récdraaité
montré que I'exposition des animaux a 'OTA par ag& n’était pas équivalente a I'expositiaa
I'aliment (Miljkovic et al, 2002), notamment concernant les concentrationgusaes en OTA ou la
persistance des adduits a 'ADN formés. Ceci motitmgportance de la nature de la matrice, mais
également de la voie d’administration de 'OTA, pdétude de I'absorption et de la toxicocinétique
de cette toxine.

L'OTA présente dans l'aliment, est absorbée pdusiibn passive de la forme non ionisée ou de
la forme mono anion, au niveau stomacal et intaktipour rejoindre le compartiment sanguin
(Galtier, 1978 ; Rotlet al, 1988 ; pour une revue, voir Ringett al, 2006). Nous avons observé dans
notre étude que, pour les doses moyennes d'exposiie 40, 170 et 500 ng/kg pc/jour
(respectivement groupes 1, 3 et 4), la quantitéT&k@etrouvée, au bout de quatre semaines, dans le
sérum, dans les organes, ainsi que celle excrétge l@és urines des rats, sont du méme ordre de
grandeur. En ce qui concerne les deux plus forbegg d’exposition testées ici, 3500 et 8500ng/kg
pc/jour, la concentration sérique, ainsi que lantjt&a d’OTA retrouvée dans les organes et celle
excrétée dans les urines, augmentent en relatien B dose d’exposition. Les quantités d’OTA,
relativement élevées au vu de I'exposition, retémsvchez les rats des groupes 1 et 3, peuventerésul
d’'une demi-vie d'élimination de la toxine compavatnent plus longue quand la dose d’exposition a
'OTA est modérée, ou peuvent étre liees aux phé&mas de réabsorption biliaire et/ou rénale, plus
efficaces lors de faibles doses d’exposition. Daypart, I'intestin joue un role de barriére dans
'entrée des xénobiotiques dans l'organisme (Wacbkkral, 2001 ; Zhang & Bennet, 2001).
L'absorption intestinale, par diffusion passive par des transporteurs, conditionne la concentratio
sanguine en xénobiotique (Ganapathy & Leibach, 1988idon & Lee, 1996 ; Tsuji & Tamai, 1996 ;
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Terada & Inui, 2004). Il a été montré que I'OTAéadit les fonctions de barriere de I'épithélium
intestinal, par une diminution de la résistancengépithéliale. Cette diminution de la résistance
transépithéliale peut faciliter I'absorption desaBiotiques par la voie paracellulaire (Daugherty &
Mrsny, 1999). L'OTA peut faciliter sa propre absiiop en déstabilisant les jonctions étroites elese
cellules épithéliales de l'intestin (Maresetal, 2001). Ce mécanisme peut en partie expliqueaite f
que des concentrations élevées en OTA sont retesud@ns le sang des rats exposés aux deux plus
fortes doses, alors que des concentrations refag¢ine stables sont retrouvées dans le sang des rats
exposes aux trois plus faibles doses. Pour legdatbses d'exposition, I'absorption de I'OTA est
facilitée et augmentée, alors que pour les faibteses d’exposition, celle-ci est limitée et ne dépe
pas de la quantité d’OTA contenue dans I'aliment.

Dans les conditions d'ozonation utilisées dansutiét la diminution du niveau de
contamination en OTA du blé, par le procédé OxygReea pour conséquence une diminution
équivalente de I'exposition des rats. Ceci se ftgmhr une réduction quasi-équivalente de la gtenti
d’OTA circulant dans le compartiment sanguin, asé de celle stockée dans les organes des rats.
Néanmoins, la quantité d'OTA dans le sang des featelles, ainsi que dans les organes des rats
males, quoique réduite, I'est de fagon moins progenque la diminution de I'exposition des rats.
Cette observation peut étre expliquée par plusieypsthéses.

(i) Ceci peut étre da a I'absorption au niveaustitel d’'une part plus importante de I'OTA par
les animaux recevant un blé traité par le procédggf@en®. L'application du procédé Oxygreen®
peut modifier la matrice, augmentant la biodispiitébde 'OTA résiduelle. L’'ozone, dans le cadre
du procédé Oxygreen®, a la capacité de couperidsohs intra-moléculaires dans les macro-
molécules, permettant entre autre la libératiorsalestances comme les polyphénols. En effet, une
partie des fibres insolubles, associées a des Ipéhgds, sont converties en fibres solubles, sous
l'action de l'ozone. Il a été montré que certapayphénols (chrysine, quercétine, génistéine)
augmentent l'absorption de I'OTA dans l'organismgaisemblablement par un mécanisme de
compétition avec les pompes permettant le rejet@EA vers la lumiére intestinale (Berget al,
2003 ; Sergenet al, 2005 ; Larondelle, 2005). Ce mécanisme de l'ozeune la libération des
polyphénols pourrait étre a I'origine de 'augméiatia de I'absorption de I'OTA.

(i) Ceci peut étre di a I'ingestion d’'OTA « caehg& c'est-a-dire, a un dérivé de 'OTA capable
de se reconvertir en OTiA vivo. Des essais de décontamination de 'OTA par destaglcalins ont
conduit a l'ouverture du cycle lactone de 'OTA (@HA). Les conditions d’acidité trouvées au
niveau stomacal permettent la fermeture et la nedition de 'OTAin vivo (Chelkowskiet al, 1981a ;
Castegnaret al, 1991). Dans notre étude, nous n’avons pas obsefeémation de la forme ouverte,
ni aprés ozonation de solutions pures d'OTA, nieappzonation du blé contaminé en OTA.
Cependant, I'analyse a I'HPLC des mycotoxines &impdu blé, nécessite une extraction de ces
mycotoxines a partir de la matrice qui est réalisépH acide. Ces conditions de pH (pH 2),
contribuent a la fermeture du cycle lactone de HOPA. Les solutions d’'OTA ozonées, celles-ci ont
été analysées directement a 'HPLC. L'OP-OA n’a p&s identifiée. Cependant, aprés ozonation,
nous avons observé une acidification de la solufi@mmycotoxines, jusqu’a un pH de 4, ce qui peut
contribuer a la fermeture de 'OP-OA éventuellemieninée. Par conséquent, nous ne pouvons pas
exclure la formation d’un tel dérivé, suite auteaient par 'ozone du blé.

(iiif) Ceci peut étre di a une modification desapagtres de stockage de I'OTA résiduelle chez
les rats. Nous avons observé que les rats femedlesyant un blé traité par le procédé Oxygreen®,
ont une quantité supérieure, et hétérogéne, d'O@Asde sang. Ces rats femelles stockaient une
guantité d’OTA dans le rein, comparativement plésluite que ne l'est leur exposition. Par
conséquent, 'OTA sérique plus élevée détectée chezats femelles peut en partie résulter de ces
modifications des parameétres de stockage, et dinakégie de 'OTA. Cette explication n’est que
partielle puisque les rats méles stockent compamatnt plus d’'OTA, sans que leur concentration
sérique en OTA ne soit réduite.

(iv) Ceci peut étre d0 a une modification des pataes d’élimination de 'OTA résiduelle chez
ces rats. Cependant, nous avons observé que IatquHOTA excrétée par la voie urinaire n’est pas
réduite suite a I'application du procédé Oxygreen®le blé.

(v) Ceci peut étre di a des modifications conadrra potentiel de métabolisation des
animaux. Nous avons observé que l'ingestion d'uh tohité par le procédé Oxygreen® conduit &
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'augmentation de la formation de certains métabsliCette modification du profil de métabolisation
de I'OTA résiduelle peut conduire a favoriser sonuanulation dans les organes. Ceci peut expliquer
gue le stockage de I'OTA dans le organes des rdigshrecevant un blé traité par le procédé
Oxygreen® est réduit d’un facteur inférieur a celeil’exposition.

Ces hypothéses, permettant d’expliquer la présdi@€A en quantité légérement supérieures
par rapport & celles attendues au vu de I'expositibez les rats recevant un blé traité par lequéc
Oxygreen®, ne s’excluent pas l'une lautre, et @hifints mécanismes peuvent intervenir
simultanément pour aboutir a cette observation.

L’OTA présente dans le compartiment sanguin, ne@efiaux protéines, est acheminée vers les
différents organes. Dans notre étude, le schénistiéoution de 'OTA, au bout de quatre semaines
d’exposition, est le suivant : des quantités édaivas sont retrouvées dans le foie et les poumons,
supérieures a celles des rein (équivalentes ascedle testicules) elle-méme supérieures a celles du
cerveau, aussi bien chez les rats femelles que lelsezats méles, et ce quelle que soit la dose
d’exposition a 'OTA. Cette distribution a été obste par Kanet al, chez des rats recevant exposés a
144ug d’OTA/Kkg pcljour, pendant 12 jours, par imtibn (Kaneet al 1986b), ainsi que chez des
poulets, exposés par voie orale, pendant 4 semaided’OTA (Birs et al 2002). De méme, chez les
rats et les souris, par voie intraveineuse, laridigion de I'OTA dans les organes suit I'ordre
décroissant suivant : les poumons, puis le foiegomur et les reins (Fucles al, 1988a ; Breitholz-
Emmanuelsort al, 1992).

La réduction de I'exposition des rats, a la suiel'dpplication du procédé Oxygreen® sur
I'aliment, ne conduit pas a une modification daligtribution de I'OTA résiduelle dans les différent
organes, mais diminue de fagon globalement équitela concentration tissulaire en OTA.

Nous avons observé des cinétiques différentes aoaicele stockage de I'OTA en fonction de
'organe. La distribution de I'OTA ingérée dépené@ don transport dans l'organe et de son
élimination. Dans le foie, I'élimination de I'OTAavdépendre de son transport vers le foie, de sa
métabolisation, de son excrétion biliaire ainsi goa passage vers le sang (Pang & Rowland, 1977 ;
Pang & Gillette, 1978 ; Yamasakt al, 1996 ; Shitarat al, 2005). Au niveau rénal, la clairance de
'OTA dépend de la filtration glomérulaire, de lécsétion tubulaire et de la réabsorption (latial,
2000 a, b ; Dressat al, 2000 ; Dahimanet al, 1998). Rappelons que les transporteurs diffeaant
niveau rénal et hépatique (Kusuhara & Sugiyama,2R0Q’'OTA pénétre dans les cellules
essentiellement par des transporteurs actifs. Aaani hépatique, I'entrée de I'OTA se faia les
transporteurs Oatp de facon saturable (Km=18,9ubh{xi et al, 1996). Au niveau de la paroi
luminale des cellules tubulaires, le transportfalei'OTA s’effectue par trois types de transparte:
les transporteurs de la phénylalanine, de H+/digeptet les transporteurs des anions organiques
(Sokol et al, 1988 ; Babuet al 2002). Au niveau basolatéral, seuls les transpest des anions
organiques véhiculent 'OTA dans les cellules réaat son tansport est spécifiquement inhibé par de
inhibiteurs des Oat (Steit al, 1985 ; Jungpet al, 2001). Au niveau du tubule proximal, I'implicatio
des Oat 1 et 3 a été mise en évidence pour leparentrant de I'OTA. Ce transport est dépendant d
la dose et est saturable (Km = 0,42 pM pour hOaKne= 0,75uM pour hOat3) (Juret al, 2001).

Au niveau rénal, la sécrétion trans-épithéliale'@TA est saturée plus rapidement que l'entrée
d’OTA : le pourcentage d’'OTA, entré dans le reini, sera sécrété, diminue quand la concentration en
OTA augmente, ce qui explique son accumulation dan®in (Bahnemart al, 1997). De plus,
I'exposition chronique a I'OTA induit une diminutiade la capacité du tubule proximal a excréter les
anions organiques (Gekle & Sibernagl, 1996). L'Odhprunte elle-méme les transporteurs d’'anions
organiques pour son excrétion (Jweigal, 2001 ; Babiet al, 2002), et peut par ce mécanisme réduire
sa propre élimination par la voie urinaire.

Nous avons constaté que des quantités équivaldiddA sont excrétées dans les urines des
rats exposés respectivement a environ 40, 1700stg8g pc/jour. La quantité d'OTA excrétée par les
rats males exposés aux doses de 3500 et 8500ngfjkgrp n'est pas significativement différente de
celle excrétée par les rats males exposés aux desqdus faibles de notre étude. Chez les rats
femelles, une quantité d’'OTA supérieure est exeréi@ns les urines des rats exposés aux deux plus
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fortes doses d’OTA, confirmant I'existence de mésmes différents en fonction du sexe Les
protéines rénales, dont notamment un transport&amicth organique, ont une affinité trois fois
supérieure pour 'OTA chez les rats males, paroggux protéines des rats femelles (Heusshal
2002). Ces différences observées entre males efléantoncernant le stockage peuvent expliquer la
différence de toxicité de 'OTA.

Il est intéressant de noter que la diminution @xgbsition des rats a I'OTA par le procédé
Oxygreen® ne conduit pas a une réduction de latdqéaiOTA excrétée dans les urines, montrant
gue les mécanismes d’excrétion de I'OTA par voireaire sont saturés aux doses d’exposition testées
dans notre étude. Par contre, I'excrétion urind@e meétabolites est favorisée, notamment cheatgs r
males, suggérant que I'excrétion des métabolieffestue par des mécanismes de transport différents
de ceux utilisés par I'OTA.

Dans notre étude, I'exposition des rats a 'OTAdwgha I'observation, chez les rats males et
femelles, d’effets sur les marqueurs de I'immundatit&, ainsi qu'a une régression du thymus chez les
rats femelles. Ceci confirme les résultats obtepas Dortantet al (2001) sur le potentiel
immunotoxique de 'OTA. Dans leur étude, les effsis les organes lymphoides et sur la mcelle
osseuse sont significatifs lors du traitement de famelles pendant 4 semaines a des doses de
1,68mg/kg pcljour. L'effet est plus important quded rats sont agés. Les conditions d’exposition
utilisées dans notre étude sont inférieures asédistées par Dortast al (2001) ; néanmoins, nous
observons un effet sur les marqueurs de I'immunoitéx bien que celui-ci soit moins prononcé.
L’exposition & 'OTA induit notamment une déplétide la population de leucocytes, effet également
mis en évidence par Mullet al, chez la souris et chez le porc (Mukdral, 1995, 1999). Bien que les
doses d’exposition testées dans notre étude suédteiment inférieures a celles utilisées par caeswu
auteurs, nous avons pu observer lincidence de AQSur ces parametres. La diminution de
I'exposition des rats a I'OTA, par le procédé Oxagm®, permet de rétablir le taux de leucocytes
sanguins chez les rats males, alors que les effetervés chez les rats femelles ne sont pas
contrecarrés. Ceci confirme une fois de plus I8dBhce de susceptibilité a 'OTA entre les males e
les femelles.

Bien que le foie, le systeme immunitaire et le eatv(Alvarezt al, 2004 ; Monnet-Tschudit
al, 1997) soient des cibles potentielles de I'actler’OTA, le rein reste la cible privilégiée dedtan
toxique de I'OTA ce qui se manifeste par une atipénale avec hypertrophie des tubules proximaux
et des glomérules, accompagné d’'une fibrose. Auscde notre étude, nous avons observé une
réduction du poids relatif du foie et des reins aggs males et/ou femelles, confirmant partielleimen
les résultats d’Avareet al (2004). La réduction du niveau d’exposition a I®Ppermet d'atténuer
I'effet observé au niveau rénal mais pas au nivegatique.

Des perturbations de la concentration sanguineiarsdélectrolytes ont été observées suite a
I'exposition des rats males et femelles a I'OTA. tan est I'organe principal du maintien de
’homéostasie, avec excrétion et réabsorption daul’et des électrolytes tout au long du néphron.
Plusieurs études montrent que I'OTA diminue la fation d’urine primaire, réduit I'élimination des
déchets, et perturbe la répartition des électrslgie niveau sanguin et urinaire (pour une revue Voi
Gekle & Sibernagl, 1996 ; Gekét al, 2005). Dans notre étude nous avons noté des roatitifins de
la concentration sanguine en électrolytes, (84", K*), de facon dépendante de la dose d’exposition,
chez les rats males et femelles. Ceci confirmeétages précédentes montrant que I'exposition a
I'OTA exerce un effet sur 'excrétion en NaCl, eh &t en H (Kroghet al, 1974 ; Gekleet al, 1993b,
1998).

Des variations de I'hnoméostasie calcique, ainsidiupH urinaire, suite a I'exposition a 'OTA,
ont été mises en évidence par plusieurs études¢el & Bach, 1990 ; Geklet al, 1994, 1995,
2005 ; Schramekt al, 1997 ; Edeet al, 2000). Nous avons montré que le taux sanguirakiuem est
modifié pour les rats femelles exposés a I'OTAr, gantre, le pH urinaire ne varie pas. Cette alesenc
de modification du pH urinaire, généralement lida géabsorption de HGCQau niveau du tubule suite
a une exposition a 'OTA (Kuramocht al, 1997), peut s’expliquer considérant les dosespdisition
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relativement faibles utilisées dans notre étude cBatre, les variations de 'homéostasie calcigue
été observées dans différentes études pour des desgosition de I'ordre du nanomolaire en OTA,
ou lors d’exposition répétées a de faibles dosesefet, l'activité de la pompe a Ea ATP-
dépendante, est augmentée par une exposition doreedose unique d’OTA, ainsi que par une
exposition répétée a de faibles doses d’'OTA (Ch&ngahimtula, 1992). De plus, Benesit al,
(2000) et Gekleet al, (2005) montrent que I'exposition des cellulesxpr@les de tubule rénal, a des
concentrations de l'ordre du nanomolaire, a unddemce sur I'homéostasie calcique, et par
conséquent sur tous les mécanismes cellulairesdtéspar le C4.

Les marqueurs signalant une atteinte de la foncéaale difféerent entre méles et femelles. Des
variations de la concentration en chlore et enwsndiont observées chez les rats des deux sexes, alo
gue la variation de I'homéostasie calcique et dmlzentration en urée ne sont observées que ebez |
femelles. A l'inverse, on note des variations dectmcentration en potassium et en phosphore
inorganique uniquement chez les rats males.

Ces variations électrolytiques, observées chezrd¢s males et femelles, signalant une
insuffisance rénale, ne sont pas, ou peu, rétablige a la diminution de I'exposition des rats [gar
traitement Oxygreen®. Ceci est lié au fait que pesition des rats n'est pas suffisamment réduite
pour que l'on se place dans les conditions dargutdies une relation dose-effet linéaire peut étre
observée. Nous avons schématisé ci-apres la répmiigae a une exposition croissante.

4 Zone1l Zone 2 Zone 3

Effets toxiques

Exposition des rats a 'OTA
Effet d’'une exposition a 'OTA
Zone 1 : effet toxique dépendant de la dose

Zone 2 : effet toxique atteint un plateau
Zone 3 : effet toxique réduit

Réduction de I'exposition par le
traitement Oxygreen®

Effet du procédé Oxygreen® sur la toxicité de 'OTA

Contamination initiale en zone 1 : effet toxiquduié
Contamination initiale en zone 2 : effet toxiquennoodifié
Contamination initiale en zone 3 : effet toxiquepdifié

Figure 24. modélisation des effets toxiques de 'OTA en fondlie la dose d’exposition
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Ce modéle peut varier en fonction du parametreié&tad en fonction du sexe, notamment en
ce qui concerne Il'atteinte de la zone plateau (Z)ne

La formation des adduits a ’ADN joue un réle imgamt dans le développement du processus
cancéreux et I'apparition des tumeurs (Poirier daBd, 1992). Il a été montré que la concentration e
adduits a I’ADN dans les tissus non tumoraux déeptg atteints de cancers du colon et du sein, est
plus élevée que dans les tissus équivalents dés sges (Pfohl-Leszkowicet al, 1995 ; Liet al,
1996). La formation des adduits a I'ADN, en relatevec la dose d’exposition a 'OTA, est mise en
évidence par la méthode du post-marquage des addiftP (Pfohl-Leszkowiczt al, 1991, 1993c ;
Petkova-bocharovat al 1998 ; Miljkovic et al, 2002 ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005),
méthode permettant la détection d’un adduit padml@léotides, alors qu’aucun adduit n’est identifié
lors de l'utilisation d’OTA marquée radioactivemgi@chattleret al, 1996 ; Gautieet al, 2001A ;
Mally et al, 2004).

Nous avons recherché la formation d’adduits a I'ADEr cette méthode, comme marqueur du
potentiel génotoxique de I'OTA. Nous avons obsaqué I'exposition des rats a I'OTA conduit a la
formation d’adduits a '’ADN selon une évolution ercloche » au niveau rénal et hépatique. Le
mécanisme par lequel les adduits & 'ADN sont famaét complexe. Il est connu gqu'’il existe une
transition dose dépendante dans les mécanismexidié (Slikkeret al, 2004), comme présenté sur
la figure 30. Cette transition fait intervenir déspes saturables ou inductibles comme par exemple
'absorption, la distribution (liaison aux protémest transport), I'élimination, mais également la
biotransformation. Deux effets peuvent découlelad@étabolisation de I'OTA : une détoxification de
la molécule, par exemple quand celle-ci est méisdmlen 4-OH-OTA, ou, au contraire une activation
de celle-ci en un métabolite réactif (OTHQ par epletn Ces deux mécanismes co-existent et peuvent
expliquer les résultats différents, et non linégincernant la génotoxicité de 'OTA en fonctam
la dose d’exposition.

De plus, les adduits a 'ADN formés pourront égparés, un déficit dans les mécanismes de
réparation de I’ADN augmentant la production d’atklua mutagénese et le risque de cancer (le¢vy
al, 1992). La formation, et la persistance des addtdisultent d’'un équilibre entre leur formation, e
de leur élimination (pour une revue, voir Jakolkistd al 2003). La présence d’adduits a 'ADN en
guantité trop importante conduit & une saturatiemmécanismes de réparation.

Il a été montré dans la littérature que la métahtbn de 'OTA joue un rdle primordial dans
'apparition de la génotoxicité (pour des articlgénéraux récents voir Pfohl-Leszkowicz &
Castegnaro, 2005 ; Manderville, 2005 ; Turesky,530Q’expression et I'activité des enzymes de
métabolisation sont variables en fonction du sers, enzymes étant sous le contréle des hormones
(Gustafssoret al, 1983). Le CYP 2C, notamment, est une époxygémase la régulation et I'activité
sont différentes en fonction du sexe (Zhetual, 2005). Les rats Dark Agouty males et femelles,
utilisés dans notre étude, expriment deux isofordee€YP 2C différents. Les rats males expriment le
CYP 2C11 ayant la fonction époxygénase, alors gaefdmelles expriment le CYP 2C12 dont la
propriété est d’hydroxyler les coumarines (Pfohéil@wiczet al, 1998). Ce potentiel métabolique
différent peut expliquer la plus grande suscejititbdes males aux effets carcinogénes de I'OTA. En
effet, il a été montré récemment que I'expressiencdrtains variants alléligues de CYP 2C est
corrélée avec une augmentation de la fréequenceéetie(Btanasovaet al, 2005).

Au cours de notre étude, nous avons observé d'iapias différences, tant d’un point de vue
qualitatif que quantitatif, dans la métabolisatanniveau rénal et hépatique entre males et feselle
Nous avons entre autres observé la formation d’OEdQiveau rénal spécifiquement chez les rats
males. Ce dérivé a été décrit dans plusieurs étmiasne pouvant jouer un réle dans la génotoxicité
de I'OTA (Daiet al, 2002 ; Manderville, 2005 ; Pfohl-Leszkowicz & Mimville, 2006 ; Faucedt al,
2006). Au niveau rénal et hépatique, nous avonsreésune adduction a I’ADN selon un effet « en
cloche » en fonction de I'exposition a 'OTA, aubg&n chez les rats males que chez les rats fesnelle
La réduction de I'exposition des rats a I'OTA par traitement Oxygreen® se traduit par une
modulation de la formation des métabolites, ain& de celle des adduits a I’ADN, selon un schéma

212



Conclusion, discussion générale, et perspectives

identique a celui présenté précédemment (figure 2@n observe une augmentation du nombre
d’adduits et de certains métabolites quand I'exfsides rats avant application du traitement
Oxygreen® se situe dans la zone 3 figurée surHémsa, aucune modification quand on se situe dans
la zone 2 et une diminution quand on se situe ansne 1.

La diminution de I'exposition des rats se trad@it pne augmentation de I'excrétion urinaire de
certains métabolites chez le rat.

En résumé, cette étude confirme les différencesedsibilité a 'OTA qui existent en fonction
du sexe (Castegnaat al, 1998 ; Dietrichet al, 2001). Ces différences se manifestent tant dnit ol
vue de la toxicocinétigue de I'OTA, que du point vige de sa métabolisation, de son excrétion
urinaire et de l'expression de sa toxicité. Cedédiinces peuvent étre mises en parallele avec
I'existence de protéines ayant une affinité diffléeepour 'OTA en fonction du sexe (Heusseeal,
2001), par la présence de transporteurs contr@ésdes hormones, et par I'expression de géenes
différents intervenant dans le métabolisme des biétiques et dans la régulation osmotique (Paolini
et al, 1999 ; Rinret al,2004).

Cette étude, mimant une exposition de 'homme dR&Den terme de dose d’exposition et de
voie d’administration, permet d’apporter des élémesupplémentaires pour la détermination de la
dose tolérable journaliére en OTA chez 'homme.

La diminution de I'exposition des rats a I'OTA, dapplication du traitement Oxygreen® sur
le blé, n'est pas suffisante pour observer uneattmudes effets toxiques observés conséquemment a
I'exposition a 'OTA.

Perspectives

Nous avons mis en évidence, au cours d'une étudiro, le potentiel génotoxique d’extraits
de blé pré-germé. L'identification des moléculeéspntes dans ces blés pré-germés, responsables de
'apparition de ces effets génotoxiques, pourratmettre d'évaluer leur effet global. Une étude
bibliographique nous a amené a envisager I'impboatles acides hydroxamiques dans la survenue de
ce potentiel génotoxique. Ces blés pré-germés, utitisables en panification, sont actuellement
dirigés vers l'alimentation animale. Il serait i@ésant de confirmer que l'ingestion de tels biés n
conduit pasn vivo a I'apparition de phénomenes génotoxiques.

Lors de I'étude de I'exposition subchronique a ITnous avons mis en évidence des
différences, spécifiqgues du sexe et des organes,|panétabolisation de I'OTA. Comme nous avons
confirmé également des différences, spécifiqueseke et des organes, sur le potentiel génotoxique
de I'OTA, il serait intéressant d’identifier les tabolites observés, et d'étudier si une relatiaatex
entre la présence d’'un métabolite et la formatipécsique d’'un adduit & 'ADN. De plus, il serait
pertinent d'étudier I'expression des enzymes deab@disation induites par I'exposition des rats a
'OTA, afin d’expliquer les différences observéadre males et femelles. Ce travail a été entrepris,
notamment en ce qui concerne I'expression des COX/let CYP2C, cependant nous n'avons pu
obtenir a ce jour de résultats exploitables.

Notre étude révele que les effets toxiques de I'GGDAt observés pour des doses d’expositions
inférieures a celles qui ont été prises comme eéfir de la dose sans effet, elle-méme utiliséelpour
détermination de la dose journaliere tolérable d¢iemmme. Il serait nécessaire de tenir compteate c
données, et de voir sur une étude a long termessidoses génerent des effets toxiques sur des
modeles animaux plus proches de I’homme.

L'optimisation du procédé Oxygreen® reléve en peerfieu des applications technologiques
identifiées par I'entreprise. Il va de soi que lecgdé devra étre optimisé pour I'atteinte desatifge
définis, et il faudra également tenir compte desiltats de cette étude. L'étude meiréeitro montre
gue le procédé Oxygreen® ne génére ni cytotoxioitéenotoxicité, quand celui-ci est appliqué sur
un blé de bonne qualité. Mais, si le procédé pedeetiminuer I'exposition a I'OTA, nous n'avons pas
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de preuve qu'il entraine une baisse du potentx@de de cette mycotoxine. Il parait donc important
du point de vue du développement commercial duga@cqu'il soit appliqué a des blés de bonne
qualité et qu'il ne soit pas utilisé pour amélicdes blés considérés comme indésirables, que te soi
pour des raisons de temps de chute de Hagbergyntangination en mycotoxines. L'industriel a déja
identifié que la qualité du blé (temps de chutdHdgberg, teneur en eau, propreté générale, teneur e
protéines) est trés importante, et que les résutlatprocédé Oxygreen® sont d'autant meilleurs que
ces qualités des blés sont optimales. En conségubutgjectif de l'utilisation du procédé Oxygreen®
n'‘est pas de se substituer aux efforts de ladil@réaliere, mais d'améliorer la qualité des ptedu
finis. Il sera donc important de trouver les coiotis optimales d'ozonation qui réduisent au
maximum la quantité de mycotoxines en entrainamtdms d'effets par ailleurs.

En situation industrielle, ce procédé sera dotétomatismes et de mécanismes permettant
d'affiner les caractéristiques du traitement. Lesfigurations des réacteurs industriels conduigont
une amélioration du taux de transfert de I'ozone cBnséquence, les temps de traitement seront plus
courts. De plus, la maitrise des intéractions dititemidification des grains et le traitement &Zboe
permettra de produire des grains traités de mapiaseprécise. Dans ces conditions industrielles, d
guantités importantes de blé traité pourront étoelyites, ce qui pourra conduire a réaliser dedestu
complémentaires confirmant I'innocuité de ce précéd vivo, notamment sur des especes plus
proches de 'homme comme le porc.

Pendant que nous réalisions ces travaux, l'ind@listrétabli que le procédé Oxygreen® permet
de détacher le péricarpe du grain, péricarpe faeit¢ séparable industriellement par un simple ¢arar
Un brevet a été déposé le 20 mars 2006 (Nouveaégeode dépelliculage du grain de blé, dépdt FR
0650952). Un grain débarrassé du péricarpe a destayes technologiques (process meunier),
nutritionnels (farines enrichies en fibres avec meode lignine), et permet une décontamination
supplémentaire du blé. Il permet aussi de réatissmproduits spécifiques de fractionnement dullgé.
grain « nu » (sans le péricarpe) pourra étre @étpisur les études vivosur le porc, visant a confirmer
I'inoccuité du procédé.

Une meilleure compréhension des qualités requisas gue la matrice puisse étre soumise au
procédé Oxygreen® offrira aussi l'opportunité dgitd'utilisation du procédé a d’autres céréales.
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