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Chapitre I : INTRODUCTION 

 

Exploitant environ 20 000 hectares du domaine maritime français, la conchyliculture représente 

un secteur d’activité très important avec une production moyenne de 200 000 tonnes de coquillages 

par an pour un chiffre d’affaire de l’ordre de 630 millions d’euros (Comité National de la 

Conchyliculture, 2006). Au sein de cette filière, l’ostréiculture, avec en moyenne 130 000 tonnes 

d'huîtres annuelles, représente environ 67 % de la production, elle occupe la première place 

européenne et la 4
ème

 place mondiale après la Chine, le Japon et la Corée. Les français sont de 

surcroît les premiers consommateurs au monde d’huîtres à l’état frais (2 kg par an et par habitant) et 

sont aussi de grands amateurs de moules avec une consommation qui dépasse largement la 

production nationale, avec près de 120 000 tonnes. 

En raison de l’importance de cette filière et des phénomènes d’intoxication alimentaire liés à la 

consommation de ces coquillages, leur ramassage et leur mise sur le marché sont sous l’étroite 

surveillance de l’IFREMER (Institut français de recherche pour l’exploitation de la mer). Dans la 

plupart des cas, les toxines responsables de ces intoxications appartiennent au groupe des 

phycotoxines, toxines produites par des microalgues marines et bioaccumulées par les mollusques. 

Les espèces phytoplanctoniques présentes dans les eaux côtières françaises et les phycotoxines 

accumulées par les coquillages sont donc suivies par le biais du réseau REPHY (Réseau de 

surveillance du phytoplancton et des phycotoxines) de l’IFREMER dans un cadre réglementaire strict. 

La recherche des toxines bioaccumulées est réalisée par des tests biologiques sur souris et par des 

analyses chimiques.  

Dans le cadre de cette surveillance, il a été noté, depuis 1992, plusieurs épisodes de toxicité 

de coquillages, révélés par une positivité du test sur souris et pour lesquels aucune cause précise n’a 

pu être identifiée (Amzil et al., 1996). Les analyses physico-chimiques et biologiques développées 

n’ont pas fourni d’explication à l’occurrence de tels épisodes : absence de phytoplancton, de bactéries 

toxinogènes et faibles concentrations en contaminants chimiques inorganiques (Zn, Pb, Cd, Hg) et 

organiques (HAP, PCB). Ces observations ont été notées suite à l’analyse d’extraits de coquillages en 

provenance du Pertuis Breton, de l’étang de Salses Leucate, de la rade de Toulon, du Croisic, des 

bassins de Marennes Oléron, d’Arcachon et de Normandie (Afssa, 2006). D’autre part, des épisodes 

de mortalités anormales ont été enregistrés en 1997 et 1998 dans les populations de coques du 

Croisic (Cerastoderma edule) (Thebault, 2001). Dans le cadre du réseau REMORA (Réseau 

mollusques des rendements aquacoles) d’IFREMER chargé de la surveillance de la croissance des 

huîtres creuses, des taux élevés de mortalités d’adultes et de juvéniles ont également été observés 

depuis 1993 sur le littoral français, particulièrement en période estivale. Des zones, comme la baie 

des Veys en Normandie, semblent particulièrement touchées par ces épisodes, sans qu’une cause 

puisse être précisément identifiée (Cornette et al., 2000).  

Pour expliquer ces phénomènes, l’hypothèse d’une contamination par des toxines fongiques 

produites par des moisissures se développant en milieu marin a été formulée par notre équipe. 
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La présence de moisissures en milieu marin est en effet un fait reconnu depuis de 

nombreuses années (Barghoorn et Linder, 1944 ; Brisou, 1975 ; Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979). De 

nombreuses recherches ont ainsi mis en évidence la présence de moisissures filamenteuses dans 

des échantillons d’eau de mer (Wrigth Steele, 1967 ; Miao et Qian, 2005), de sédiments ou de sables 

(Rees et Jones, 1985 ; Abd-Elaah, 1998  ; Burtseva et al., 2003 ; Bhatt et al., 2006), et d’organismes 

marins (Numata et al., 1993 ; Takahashi et al., 1996). Leur développement a notamment été mis en 

évidence par l’observation d’hyphes de micromycètes symbiotiques ou parasites sur des éponges et 

des coraux (McClanahan et al., 2004  ; Golubic et al., 2005). Landy et Jones (2006) ont récemment 

établi une liste compilant toutes les espèces de champignons présentes dans les écosystèmes marins 

de l’Europe. 

 

Au sein de l’environnement marin, deux types de champignons sont distingués : les 

champignons marins facultatifs, provenant du milieu terrestre ou d’eaux douces et qui sont capables 

de se développer et éventuellement de sporuler en milieu marin, et les champignons marins 

obligatoires qui ne peuvent se développer qu’en milieu marin (Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979). Parmi 

les souches isolées, certaines appartiennent à des genres connus en milieu terrestre pour leur fort 

pouvoir toxinogène. Cependant, l’aptitude de ces moisissures d’origine marine à produire des 

mycotoxines n’a été que très peu étudiée. Selon Cuomo et al. (1995), un plus grand nombre de 

souches biologiquement actives sont isolées du milieu marin en comparaison au milieu terrestre. De 

manière générale, les métabolites produits par ces souches présentent, de plus, une activité 

antimicrobienne plus importante. Les moisissures d’origine marine représentent ainsi une source 

importante de nouveaux composés biologiquement actifs (Christophersen et al., 1999 ; Sponga et al., 

1999 ; Lee et al., 2003), et peuvent également constituer un risque toxique potentiel pour les 

organismes marins.  

 

Pour étudier l’hypothèse qu’une origine fongique puisse expliquer, de façon partielle ou totale, 

les phénomènes de toxicité observés chez certains bivalves, la biodiversité fongique des zones 

conchylicoles a été étudiée lors de la thèse de doctorat de C. Sallenave (Sallenave, 1999). Lors de ce 

travail, 456 souches de micromycètes filamenteux, représentant une douzaine de genres différents, 

ont été isolées à partir d’échantillons d’eau de mer, de sédiments et d’organismes bivalves prélevés 

sur six sites de l’estuaire de la Loire (Sallenave-Namont et al., 2000). Les quatre principaux genres 

isolés étaient Penicillium (47%), Trichoderma (10%), Cladosporium (6%) et Aspergillus (5%). Ces 

quatre genres sont des champignons supérieurs connus pour leur production de métabolites 

secondaires toxiques en milieu terrestre. Leur capacité toxinogène a donc été examinée à l’aide de 

différents tests biologiques (test sur larves de diptères, test sur Artemia salina et test hémolytique), 

mettant en évidence l’importante toxicité d’une souche d’Aspergillus fumigatus isolée de sédiments 

collectés au niveau du Port Giraud (Loire Atlantique, France), et d’une souche de Trichoderma 

koningii Oudemans isolée de coques prélevées dans le Traict du Croisic (Loire Atlantique). 
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En 1993, 108 intoxications alimentaires (dont 3 mortelles) ont été recensées après 

consommation de moules cultivées, provenant de l’île du Prince Edward (Canada). Bien qu’aucune 

relation n’ait été trouvée entre cette toxicité (identifiée par la suite comme étant due à l’acide 

domoïque) et la microfonge isolée, il a cependant été noté une forte prédominance du genre 

Trichoderma dans les tissus de moules incriminées (Brewer et al., 1993). Face à ces observations, la 

souche de T. koningii Oudemans a fait l’objet d’études plus approfondies afin de caractériser sa 

production de toxines, d’identifier les métabolites produits et d’évaluer les effets biologiques liés à une 

contamination de coquillages (Landreau et al., 2002). Après isolement et purification, les métabolites 

responsables de cette toxicité ont été identifiés comme appartenant à la famille des peptaïbols, famille 

de peptides à activité antimicrobienne. Ces peptides sont exclusivement synthétisés par les 

champignons, et principalement par ceux du genre Trichoderma. Ils sont connus pour créer des pores 

dans les membranes cellulaires, induisant des désordres physiologiques importants. De nombreuses 

études visant à examiner l’activité de ces toxines leur ont notamment attribué des propriétés 

cytotoxiques, hémolytiques et neurotoxiques (Fujita et al., 1994 ; Solfrizzo et al., 1994 ; Beven et al., 

1998 ; Szekeres et al., 2005). Des essais de contamination expérimentale ont, de plus, démontré la 

bioaccumulation de ces métabolites par une espèce de mollusques bivalves filtreurs (Mytilus edulis) 

(Sallenave-Namont et al., 1999 ; Landreau et al., 2002). Lors de ces expérimentations, des peptaïbols 

ont été ponctuellement détectés dans des lots de moules témoins, attestant d’une contamination 

naturelle préalable. 

Suite à ces différents travaux et au regard des propriétés toxicologiques de ces composés, 

différentes questions restaient en suspens. Si la présence de moisissures productrices de peptaïbols 

dans l’environnement marin peut représenter un risque toxique pour les mollusques bivalves et les 

consommateurs humains, leur isolement, effectué à partir de spores, ne prouve pas leur 

développement dans ce milieu. D’autre part, aucune étude visant à explorer la présence des 

peptaïbols dans des échantillons du milieu naturel n’a été réalisée, les concentrations 

environnementales ne sont donc pas connues. La recherche d’une corrélation entre ces 

concentrations et les paramètres toxicologiques des peptaïbols représente toutefois un objectif majeur 

dans le développement des connaissances sur ces mycotoxines et sur leur implication potentielle 

dans les phénomènes de toxicité observés chez les bivalves. C’est dans ce cadre que s’inscrit cette 

étude, dont l’objectif à long terme est d’estimer le risque sanitaire lié à la présence de tels métabolites 

dans les zones de conchyliculture.  

 

Ce manuscrit débute par une étude bibliographique et s’articule ensuite autour de trois axes 

correspondant aux trois parties principales constitutives de notre travail. Ces trois axes permettront, 

tour à tour, de définir l’exposition des organismes marins à ces métabolites fongiques, de mettre au 

point des méthodes permettant l’évaluation de leur imprégnation et enfin d’estimer les effets de cette 

imprégnation sur les premiers stades de vie des organismes.  
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L’étude bibliographique présentera les différentes caractéristiques structurales des peptaïbols, 

leurs propriétés membranaires et biologiques et les méthodes actuelles utilisées pour l’analyse de ces 

métabolites.  

Dans le but d’évaluer le développement des moisissures saprotrophes productrices de 

peptaïbols dans l’environnement marin, une recherche de ces métabolites a été effectuée dans des 

échantillons de sédiments et de moules prélevés dans une zone conchylicole, où une toxicité élevée 

et inexpliquée des élutriats sédimentaires a été observée pour le développement embryo-larvaire de la 

moule Mytilus edulis. Les résultats obtenus lors de cette étude feront l’objet de la première partie de 

ce manuscrit. 

Afin d’être en mesure de caractériser le lien entre les molécules détectées et leur potentiel 

toxique, il était nécessaire de pouvoir déterminer précisément leurs quantités dans les matrices 

naturelles. La seconde partie s’articulera autour du développement de méthodes d’analyses 

quantitatives de ces molécules dans les matrices environnementales (sédiments et moules) à l’aide du 

couplage chromatographie liquide haute performance (CLHP) / spectrométrie de masse (SM) à 

ionisation par électronébulisation (electrospray, ES), méthodes permettant une caractérisation précise 

des concentrations trouvées en milieu marin. 

Dans un dernier temps, afin d’évaluer les risques toxiques liés à la présence de peptaïbols 

dans les écosystèmes marins, des bioessais réalisés sur les embryons de l’huître creuse Crassostrea 

gigas, représentant les stades critiques pour la survie d’une espèce, seront exposés dans une 

troisième partie. Les effets biologiques des peptaïbols détectés en milieu marin et des sédiments 

contaminés seront ainsi évalués, permettant d’estimer l’impact de ces molécules pour la dynamique 

de population des bivalves.  
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Chapitre II : LES PEPTAÏBOLS 

 

II.1. Définition et classification 

 

Les peptaïbols sont de petits peptides linéaires produits par diverses espèces de champignons 

filamenteux d’origine terrestre ou marine. Le terme peptaïbol a été proposé dans les années 1980 par 

Benedetti et al. (1982) et Brückner (1983) pour définir les peptides linéaires à activité antibiotique 

caractérisés, d’une part, par la présence d’acides aminés originaux α,α-dialkylés tels que l’acide α-

aminoisobutyrique (α-méthyl alanine, Aib) et l’isovaline (α-éthyl alanine, Iva) et d’autre part, par un 

résidu C-terminal amino alcool.  

En 1991, suite à l’identification croissante de nouvelles séquences, Brückner et al. ont introduit 

le terme de peptaïbiotiques afin de définir les molécules présentant les caractéristiques structurales 

des peptaïbols mais pour lesquelles l’amino alcool en C-terminal n’était pas défini. Neuf sous-familles 

de peptaïbols et peptaïbiotiques, basées sur l’enchaînement des acides aminés, ont été définies par 

Chugh et Wallace (Chugh et Wallace, 2001). Une base de donnée en ligne répertoriant les différentes 

séquences connues a également été créée (Whitmore et al., 2003 ; Whitmore et Wallace, 2004). 

 

Aujourd’hui, les peptaïbols sont considérés comme une sous-classe de la famille des 

peptaïbiotiques (Degenkolb et al., 2003). Les peptaïbiotiques définissent les peptides linéaires 

antibiotiques présentant les caractéristiques structurales suivantes (Degenkolb et al., 2003  ; 

Degenkolb et al., 2006a) : 

- une masse moléculaire comprise entre 500 et 2200 Da,  

- une forte proportion d’acide α-aminoisobutyrique pouvant représenter jusqu’à 50% des résidus 

(Toniolo et al., 1983),  

- des acides aminés non codés et/ou lipoaminés, 

- une extrémité N-terminale acylée, 

- et une extrémité C-terminale constituée soit d’un résidu 2-amino alcool libre ou substituée par 

un groupe méthoxy, soit d’une amine, un amide, un acide aminé libre, une piperazine-dione ou un 

sucre-alcool. 

Les différentes sous-classes de composés définies au sein des peptaïbiotiques sont présentées 

dans le Tableau II.1. Les peptaïbols, avec 425 séquences décrites, représente la sous-classe 

majoritaire (75% des peptaïbiotiques). Leur spécificité est l’acétylation du résidu N-terminal et l’amino 

alcool libre en C-terminal. Les particularités structurales et biologiques de ces molécules seront 

détaillées dans la suite de ce manuscrit. 
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La deuxième sous-classe est celle des lipopeptaïbols. L’extrémité N-terminale de ces 

peptaïbiotiques est acylée par un acide gras constitué d’un minimum de 5 carbones. Leur séquence 

peptidique est composée de 6 à 10 acides aminés et l’extrémité C-terminale est un amino alcool libre 

(Toniolo et al., 2001). Cette sous-classe inclut les lipopubescines et les lipostrigocines (Degenkolb et 

al., 2006a), les peptides LP237-F5 à F7 (Tsantrizos et al., 1996), les trichodecenines (Fujita et al., 

1994), la trichogine IV (Auvin-Guette et al., 1992) ainsi que les trikoningines KB (Auvin-Guette et al., 

1993). 

La troisième sous-classe correspond aux lipoaminopeptides, molécules caractérisées par un 

acide gras α-méthylé en extrémité N-terminale et par l’absence du résidu amino alcool libre en C-

terminal. De nombreux acides lipoaminés sont également présents dans la séquence de ces peptides. 

Les lipoaminopeptides comprennent les acremostatines (Degenkolb et al., 2002), les helioferines 

(Gräfe et al., 1995), les leucinostatines (Radics et al., 1987), la lypohexine I (Heinze et al., 1997), les 

roseoferines (Degenkolb et al., 2000), la texenomycine A (Grigoriev et al., 2002), les trichoferines 

(Degenkolb et al., 2006b) et les trychopolynes (Fujita et al., 1981 ; Iida et al., 1999).  

Au sein des peptaïbiotiques, 8% des séquences décrites ne peuvent être ordonnés dans une 

de ces trois sous-classes. Leur extrémité N-terminale est acétylée mais le C-terminal n’est pas formé 

d’un amino alcool libre. Ces « autres peptaïbiotiques » incluent la cervinine 2 (Wilhelm et al., 2004), 

les néoefrapeptines (Fredenhagen et al., 2006), les efrapeptines (Gupta et al., 1991 ; Gupta et al., 

1992), le peptide XR586 (Sharman et al., 1996), les pseudokinines (Rebuffat et al., 2000) et les 

trichocompactines (Degenkolb et al., 2006b). 

 

Tableau II.1 : Classification des peptaïbiotiques. 

 

Peptaïbols Acétylé Amino alcool libre Aib, Iva, Hyp 425 75%

Lipopeptaïbols Acide gras Amino alcool libre Aib, Iva, EtNor 28 5%

Lipoaminopeptides
Acide gras α-

méthylé

Amino alcool substitué, 

amine, amide, acide 

aminé

Aib, Iva, MePro, 

Hyleu, acides 

lipoaminés

69 12%

Autres Acétylé

Amino alcool substitué, 

amine, amide, acide 

aminé, piperazine-dione, 

sucre-alcool

Aib, Iva, Hyp, Pip 43 8%

Pourcentage des 

peptaïbiotiques
N-terminal C-terminal

Caractéristiques structurales

Résidus 

particuliers

Nombre de séquences 

décrites

 

Aib : acide α-aminoisobutyrique, Iva : isovaline, Hyp : hydroxyproline, EtNor : α-éthyl-norvaline, MePro : méthylproline, Pip : 

acide pipecolique 
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II.2. Diversité et caractéristiques structurales des peptaïbols 

 

II.2.1. Structure primaire 

 

Les peptaïbols sont constitués d’un enchaînement d’acides aminés liés entre eux par des 

liaisons amides dites peptidiques. Une extrémité de la chaîne ainsi formée est porteuse d'une fonction 

amine acétylée, l'extrémité N- terminale, et l'autre d'une fonction alcool, l’extrémité C-terminale.   

Treize acides aminés codés et trois non codés rentrent dans la composition des peptaïbols 

(Tableau II.2). A l’exception des résidus Gly et Aib qui ne possèdent pas de carbone asymétrique, ces 

acides aminés sont pour la plupart de configuration L sauf l’isovaline qui peut être trouvée sous la 

forme D (Hlimi et al., 1995 ; Jaworski et Brückner, 2000).  

Dans la suite de ce manuscrit, la position des acides aminés dans la séquence peptidique sera 

indiquée en exposant (ex : glutamine en position 18 = Gln
18

). 

 

En fonction de la longueur de la chaîne peptidique, deux groupes de peptaïbols sont distingués: 

les peptaïbols à longue séquence, incluant 18 à 20 résidus et ceux à courte séquence principalement 

constitués de 11 à 16 résidus (Rebuffat et al., 2000  ; Whitmore et Wallace, 2004). Les structures 

primaires des molécules constituant chacun de ces groupes ont été répertoriées à partir de la base de 

données en ligne (Whitmore et al., 2003 ; Whitmore et Wallace, 2004) et de la littérature. Leurs 

masses moléculaires ont été déterminées et sont présentées en annexes 1 et 2. Ces informations 

seront utiles pour les analyses qualitatives et quantitatives conduites dans la suite de ce manuscrit. 
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Tableau II.2 : Codes, masses et structures des acides aminés rentrant dans la composition des 

peptaïbols. 

Acide aminé 
Code 

1 lettre 
Code 

3 lettres 
Structure M (Da) 

Masse chimique  
du résidu 

 [M-H20] (Da) 

Acide 

α-aminoisobutyrique* 
U Aib 

 
103,06 85,05 

Acide glutamique E Glu 

 

147,13 129,11 

Alanine A Ala 

 

89,09 71,08 

Asparagine N Asn 

 

132,12 114,10 

Glutamine Q Gln 

 

146,15 128,13 

Glycine G Gly 

 

75,07 57,05 

Hydroxyproline* O Hyp 

 

131,06 113,04 

Isoleucine I Ile 

 

131,18 113,16 

Isovaline* J Iva 
 

117,15 99,13 

Leucine L Leu 

 

131,18 113,16 

Phénylalanine F Phe 

 

165,19 147,18 

Proline P Pro 

 

115,13 97,12 

Sérine S Ser 

 

105,09 87,08 

Thréonine T Thr 

 

119,12 101,10 

Tryptophane W Trp 

 

204,23 186,21 

Valine V Val 

 

117,15 99,13 

* Acide aminé non codé
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II.2.1.1. Les peptaïbols à longue séquence 

 

a. Généralités 

 

Parmi les peptaïbols isolés des différentes souches fongiques, ceux à longue séquence sont les 

plus largement rencontrés (Rebuffat et al., 1999). De nombreuses études sur leurs structures et leurs 

activités biologiques ont ainsi été réalisées ; ils représentent 54 % des séquences de peptaïbols 

décrits jusqu’ici.  

Les principales caractéristiques structurales et les souches productrices des différents sous-

groupes de peptaïbols à longue séquence sont résumées dans le Tableau II.3. Ces peptaïbiotiques 

sont formés de 18 à 20 résidus et présentent des masses moléculaires comprises entre 1689 et 2004 

Da. Leur séquence peptidique inclut des résidus hautement conservés tels qu’une proline en position 

13 ou 14, une glutamine ou un acide glutamique en position 6 ou 7 et aussi avant l’amino alcool C-

terminal. L’amino alcool peut être un valinol / isovalinol (Vol/Jol), un leucinol / isoleucinol (Lol/Iol), un 

phénylalaninol (Fol) ou un tryptophanol (Wol). Au sein de ce groupe, les peptides à 18 et 20 résidus 

représentent 89% des molécules décrites jusqu’ici (Figure II.1). 

n=20

n=19 

n=18 

 

Figure II.1 : Pourcentage des différents peptaïbols à longue séquence en fonction du nombre de résidus 

(n) dans la séquence peptidique. 
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Tableau II.3 : Peptaïbols à longue séquence.  

Les résidus conservés sont surlignés, en gris clair pour les résidus Glu/Gln et en gris foncé pour la Pro. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Ac U S A L U Q U V U G U U P L U U Q Vol

A J J Lol

Ac U G A L U Q U L U G J U P L U U Q Lxol

J J

Saturnisporine SA IV Trichoderma saturnisporum Ac U A U A U Q U L U G U U P V J Q Q Fol 18 1

Ac U S A U U Q U L U A U U P L U U Q Lxol

J J J

Ac U G A U U Q U V U G L U P L U U Q Lol

S Vx J Vx L S J Vol

L A Wol

Fol

Ac U A U A U U Q U Vx U Q U P Lx U U Q Lxol

Lx Vx

Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U U A U U P L U U Q Vol

Trichoderma sp. A E A A J E

Ac U G A L U Q Vx V U G U U P L U U Q Lol

A U L J

J A U

Boletusine Boletus sp. Ac F U A U J L Q G U U A A U P U U U Q Wol 19 1

Ac F U S U U L Q G U U A A U P J U U Q Wol

J U

Ac F U A U J L Q G U U A A U P J U U Q Fol

S Wol

Trichokonine V Trichoderma koningii Ac U A U A U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 19 1

Ac U A A U U Q U U U S L U P V U I Q Q Fol

J L E Wol

Trichoderma strigosum 

Trichoderma erinaceus

Trikoningine KA V Trichoderma koningii Ac U G A U I Q U U U S L U P V U I Q Q Lol 19 1

Trichoderma strigosum Ac U G F U U Q U U U S Lx U P Vx U U Q Q Lxol

Trichoderma pubescens A Vx

Trichoderma longibrachiatum J

Ac U P U A U A Q U Vx U G L U P Vx U U Q Q Fol

A U A U E L A V Vx E

G A

U

Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol

U J

Gliodeliquescine A Gliocladium deliquescens Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 20 1

Ac U P U A U U Q U Lx U G U U P V U U Q Q Lxol

A L U G U J E

Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol

U J E

Trichoderma saturnisporum Ac U A U A U A Q U V U G U U P V U U Q Q Fol

Trichoderma reesei U L A

Ac U P U A U U Q U V U G V U P V U U Q Q Fol

I L V

Ac U A U A U A Q U L U G U U P V U U Q Q Fol

U J

Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U Q Q Lxol

A V A E Vxol

Ac U A U A U U Q U Lx U G Lx U P Vx U Vx Q Q Fol

A Vx U U

Ac U A U A U A Q U Lx U G U U P V U U Q Q Fol

L J E

Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol

A G A U A A J

Ac U A G A U U Q U Lx U G Lx U P V U U Q Q Fol

S U A V Z A Vx A Vx

A A

U

Q LxolVx U Vx QS Lx U PQ U U U

20 9

20 19

20 15

20 10

20 3

20 17

20 5

20 4

20 15

20 6

2620

20 3

19 8

19 2

12

19 4

19 2

Trichoderma polysporumTrichosporine 

18 6

18 4

18 11

18 20

Trichoderma virideTrichocelline 

Trichoderma koningiiTrichokonine I/II/VI/VII/VIII/IX

Stibella flavipesStilboflavine

Trichoderma virideSuzukacilline

Trichoderma polysporumPolysporine

Paracelsine

Trichoderma saturnisporumSaturnisporine SA I/II/III

Hypocrea peltataHypelcine

Trichoderma longibrachiatumLongibrachine

Trichoderma viride Alaméthicine

Trichoderma atrovirideAtrovridine

Trichostrigosine

Tricholongine 19 6

Ac U A U A Lx

Trichoderma sp.Peptaivirine

Trichoderma harzianumTrichorzianine

18

18

18

Chrysospermine Apiocrea chrysosperma 

Trichostromacine Trichoderma stromaticum

Trichotoxine

Trichovirine Trichoderma viride 

Hypomurocine B Hypocrea muroiana

5

14

Neoatroviridine Trichoderma atroviride

Trichokindine Trichoderma harzianum

Trichorzine Trichoderma virens

Nombre de 

résidus

Nombre de 

séquences
Sous-groupe Souche productrice

Position 

 

Ac = acétyl, Fol = Phénylalaninol, Lol = Leucinol, Lx = Leucine/Isoleucine, Lxol = Leucinol/Isoleucinol, Vol = Valinol, Vx = 

Valine/Isovaline, Vxol = Valinol/Isovalinol, Wol = Tryptophanol. 



CHAPITRE II : LES PEPTAÏBOLS   11          

 

b. L’alaméthicine 

 

Les peptaïbols à longue séquence sont représentés par l’alaméthicine, premier peptaïbol isolé 

d’une culture de Trichoderma viride (souche NRRL 3199) par Meyer et Reusser en 1967 (Meyer et 

Reusser, 1967). La structure linéaire de ce peptide, initialement considérée comme cyclique (Payne et 

al., 1970), a été révélée en 1976 par Martin et Williams (1976). La séparation par chromatographie sur 

couche mince de l’extrait préalablement décrit par Meyer et Reusser (antibiotique U-22324, Upjohn 

Company) a montré l’existence de deux types principaux d’alaméthicine dans le mélange (Melling et 

McMullen, 1975) : le type acide, nommé F30, lié à la présence d’un résidu Glu
18

, et le type neutre, 

F50, contenant un résidu Gln
18

. La dénomination F30 et F50 est due aux Rf de ces composés obtenus 

sur couche mince de silice. 

 

Les premières structures définitives ont été reportées par Pandey et al. (1977a) pour les 

alaméthicines F30 I et F30 II. Les alaméthicines sont des peptides constitués de 20 acides aminés, 

présentant un groupement acétyl en extrémité N-terminale et un phénylalaninol en C-terminal.  

Vingt-six séquences d’alaméthicine, toutes isolées d’une souche de Trichoderma viride (NRRL 

3199), sont actuellement décrites (Tableau II.4). Leur masse moléculaire est comprise entre 1934 et 

1990 Da. Les deux types d’alaméthicine F30 et F50 ont été isolés sous forme de mélanges 

microhétérogènes d’analogues, rendant compte de la complexité de leur séparation et de leur 

séquençage.  

A l’aide de la CLHP couplée à la spectrométrie de masse à ionisation par éléctronébulisation, 

leur structure a récemment été reconsidérée par Kirschbaum et al. (2003). Dix analogues 

d’alaméthicine F30 ont été décrits par ces auteurs. Deux d’entre eux sont présents en majorité, 

l’analogue F30/3 et F30/7, et correspondent aux séquences précédemment décrites par Pandey et al. 

(1977a). Ces deux composés diffèrent par la présence en position 6 d’un résidu Ala pour l’analogue 

F30/3 et d’un Aib pour l’analogue F30/7. Pour le type neutre, treize séquences ont été reportées. 

L’analogue F50/5 et dans une moindre mesure l’analogue F50/7 représentent les peptides 

majoritaires du mélange d’alaméthicines F50.  Ces deux composés diffèrent au niveau du résidu en 

position 6 de la même manière que celle observée pour les alaméthicines F30/3 et F30/7. Kirschbaum 

et al. (2003) ont également montré, au cours de cette étude, que les alaméthicines disponibles 

commercialement (produit N° 05125, Fluka et produit N° A4665, Sigma) correspondaient 

principalement à un mélange microhétérogène d’alaméthicines F50. Selon ces auteurs, la production 

prépondérante du type neutre ou acide par T. viride est liée aux conditions de fermentation utilisées 

pour la croissance du champignon. La fermentation en milieu riche conduit à la production quasi 

exclusive du type neutre, alors que la culture en milieu de malt favorise la biosynthèse des deux types 

de peptides en proportion équivalente. 
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En 2006 , Psurek et al. ont reporté sept nouvelles séquences d’alaméthicine, isolées d’une 

souche de Trichoderma viride et caractérisées par électrophorèse capillaire couplée à la spectrométrie 

de masse. Trois d’entre elles sont reportées dans le Tableau II.4, les quatre autres correspondent à 

des fragments d’alaméthicine tronquée soit par un acide pyroglutamique en N-terminal ou ne 

possédant pas l’amino alcool en C-terminal. 

 

Tableau II.4 : Séquences des différents analogues de l’alaméthicine.  

Les résidus conservés sont surlignés en gris. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

F30/ [Aib
6
, Glu

19
] Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U U E E Fol 1978

[Aib
6
, Glu

7
] Ac U P U A U U E U V U G L U P V U U E Q Fol 1978

[Glu
19

] Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U E E Fol 1964

1 Ac U P U A U A Q U U U G L U P V U U E Q Fol 1949

2 Ac U P U A U A Q U V U G V U P V U U E Q Fol 1949

3 Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U E Q Fol 1963

4 Ac U P U A U U Q U V U G V U P V U U E Q Fol 1963

5 Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U V E Q Fol 1977

6 Ac U P U A U A E U V U G L U P V U U E Q Fol 1964

7 Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U U E Q Fol 1977

8 Ac U P U A U U Q U L U G L U P V U U E Q Fol 1991

9 Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U V E Q Fol 1991

10 Ac U P U A U U Q U V U A L U P V U U E Q Fol 1991

F50/ 2 Ac U P U A U A Q U A U G L U P V U U Q Q Fol 1934

3a Ac U P U A U A Q U U U G L U P V U U Q Q Fol 1948

3b Ac U P U A A A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1948

3c Ac U P U A U G Q U V U G L U P V U V Q Q Fol 1962

4a Ac U P U A U A Q U V U G V U P V U U Q Q Fol 1948

4b Ac U P A A U A Q U U U G L U P V U U Q Q Fol 1934

5 Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1962

6a Ac U P U U U A Q U Vx U G L U P Vx U U Q Q Fol 1976

6b Ac U P U A U A Q U Vx U G L U P Vx U Vx Q Q Fol 1976

7 Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1976

8a Ac U P U A U A Q U L U G L U P V U U Q Q Fol 1976

8b Ac U P U U U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1990

8c Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U V Q Q Fol 1990

Psurek et al.  (2006)

Kirschbaum et al.  (2003)

Position

Nom M (Da)
Source 

bibliographique

 

Ac = acétyl, Fol = Phénylalaninol 

 

 

II.2.1.2. Les peptaïbols à courte séquence 

 

Les peptaïbols à courte séquence présentent une importante diversité de structure, incluant des 

masses moléculaires comprises entre 580 et 1860 Da (Rebuffat et al., 1996). Ils sont principalement 

constitués de 11 à 16 résidus. Quelques molécules incluant 5 ou 17 résidus ont également été 

reportées, cependant elles représentent moins de 3% des séquences décrites jusqu’ici (Sharman et 

al., 1996  ; Hüllsman et al., 1998  ; Schiell et al., 2001) (Figure II.2).  

 

 



CHAPITRE II : LES PEPTAÏBOLS   13            

 

n=5

n=11

n=12
n=13

n=14

n=16

n=17

n=15

 

Figure II.2 : Pourcentage des différents peptaïbols à courte séquence en fonction du nombre de résidus 

(n) dans la séquence peptidique. 

 

 

Les séquences peptidiques et les souches productrices des différents sous-groupes sont 

résumées dans le Tableau II.5. Les peptides incluant 11 à 14 résidus sont caractérisés par 

l’enchaînement successif de motifs Xaa-Yaa-Aib-Pro/Hyp (Rebuffat et al., 1999). Leur extrémité C-

terminale correspond en général à un valinol / isovalinol ou à un leucinol / isoleucinol. Deux d’entre 

eux, les trichobrevines A Ia et Ic, présentent des amino alcools peu fréquents, l’alaninol et l’acide α-

aminoisobutanol (Degenkolb et al., 2006b). 

 

Les peptaïbols à 15 résidus présentent un Aib conservé en position 3. Excepté pour les 

ampullosporines et les tylopeptines, les positions 9, 10, 11 et 13 présentent des résidus hautement 

conservés, respectivement Aib, Pro/Hyp, Gln et Pro/Hyp. L’amino alcool correspond à un 

phénylalaninol ou à un leucinol. Les peptaïbols à 16 et 17 résidus présentent les mêmes acides 

aminés conservés en positions 9, 10, 11, et 13 que ceux précédemment décrits. Un motif Aib-Pro 

supplémentaire est conservé en position 14 et 15. L’amino alcool C-terminal est un phénylalaninol ou 

un serinol dans le cas des cephaïbols (Schiell et al., 2001). 
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Tableau II.5 : Peptaïbols à courte séquence. 

Les résidus Aib conservés sont surlignés en gris clair et les Pro/Hyp en gris foncé. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Peptaïboline Sepedonium sp. Ac L U L U Fol 5 1

Trichoderma pseudokoningii Ac U N I I U P L L U P Lol

Trichoderma harzianum L J

Ac U Q I Lx U P L Lx U P Lol

J V V

Ac U N Lx Lx U P Lx U V P Vxol

Q Vx Vx Vx Lx U Lxol

Vx

Ac U A Vx Vx U P Lx Lx U P Lxol

S U Lx Vxol

U Aol

Uol

Ac Lx U P Vx U P Lx Lx U P Lxol

Vx Lx Vx U Vx Vxol

Ac V Q L L U P L L U P Lol

V

Ac U Q Lx Lx U P Lx Lx U P Lxol

N V V Vol

Ac U Q I L U P I L U P Lol

N Vol

Cervinine Mycogone cervina Ac L U P U L U P A U P V Lol 12 1

Ac Lx U P Vx Lx U P U Lx U P Lxol

Vx Vx Lx Vx Vxol

Vx U

Ac V Q L U Q Q L L P L U P Lol

V

Bergofungine D Emericellopsis donezkii Ac V U U V G L U U O Q U O U Fol 14 1

Ac U N L U P S I U P U L U P Lol

Q A V J Vol

Ac W A U U L U Q U U U Q L U Q Lol

A A A A

Ac V U U U V G L U U O Q U O U Fol

V J

Ac F U U U V G L U U O Q J O A Fol

U

Heptaïbine Emericellopsis sp. Ac F U U U V G L U U O Q U O U Fol 15 1

Ac F U U U V G L U U O Q J O U Fol

A

Ac F U U U V G L U U O Q J O U Fol

A

Ac W V U U A Q A U S U A L U Q Lol

J

Stilbella erythrocephal Ac F U U U U G L U U O Q J O U P Fol

Stilbella fimetaria V A A J Vx A A U P

Gliocladium catenulatum L

Ac F U U U U G L U U O Q J O U P Fol

J A J U

Ac W I Q J I T U L U O Q U O U P Fol

U

Ac W I Q J I T U L U O Q U O U P Fol

L V E U V V

Ac F J Q U I T U L U P Q U O U P F Sol

O

Trichoderma sp.

Trichoderma viride

Trichoderma harzianum

Harzianine HB I/HK VI

Hypocrea muroiana

Trichoderma brevicompactum 

Hypomurocine A

Trichobrachine Trichoderma longibrachiatum 

Trichofumine A/B

Trichocryptine A

Trichobrevine

Trichoderma sp. Trichofumine C/D

Trichoderma brevicompactum Trichocryptine B

Trichorozine

Trichorovine

Trichoderma brevicompactum 

Trichoderma harzianumHarzianine HC/PCU4

Sepedonium ampullosporumAmpullosporine

Emericellopsis donezkiiBergofungine A/B/C

Emericellopsis microsporaEmerimicine III/IV

Emericellopsis microsporaSamarosporine

Emericellopsis microsporaStilbelline

Tylopilus neofelleusTylopeptine

Antiamoebine

Acremonium tubakiiCephaïbol A,B,C,D,E

Emericellopsis microsporaEmerimicine II

Emericellopsis salmosynnemata

Acremonium tubakiiCephaïbol P,Q

Zervamicine

11 2

11 6

11 19

11 35

11 12

11 2

11 25

11 4

12 14

13 2

14 12

15 8

15 3

15 2

15 2

15 2

15 2

16 16

16 6

16 2

16 12

17 2

Nombre de 

séquences

Position

Sous-groupe Souche productrice

Nombre 

de 

résidus

 

Ac = acétyl, Aol = Alaninol, Fol =  Phénylalaninol, Lol = Leucinol, Lx = Leucine/Isoleucine, Lxol = Leucinol/Isoleucinol, Sol = 

Sérinol, Uol = Acide α-aminoisobutanol, Vol = Valinol, Vx = Valine/Isovaline, Vxol = Valinol/Isovalinol 
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II.2.2. Structure secondaire 

 

La structure secondaire et les propriétés de conformation des peptaïbols ont été étudiées par 

différentes techniques analytiques (résonance magnétique nucléaire, dichroïsme circulaire, diffraction 

des rayons X) et par des méthodes de modélisation moléculaire (Rebuffat et al., 1999). Les résultats 

de ces études structurales ont montré que les acides aminés α,α-dialkylés comme l’Aib, présents de 

façon importante dans les séquences des peptaïbols, réduisent considérablement les possibilités de 

conformation du squelette par rapport aux peptides ne contenant que des acides aminés α-

monoalkylés (Burgess et Leach, 1973  ; Nagaoka et al., 1995). Ainsi, les peptaïbols adoptent 

essentiellement une structure secondaire hélicoïdale de type hélice α, hélice 310 ou un de ses dérivés, 

le ruban de coudes β (Karle et Balaram, 1990) . 

 

L’hélice α, structure la plus fréquente dans le repliement des peptides et protéines, est formée 

par la rotation régulière de la chaîne peptidique principale stabilisée par des liaisons hydrogène 

intramoléculaires entre l’atome d’oxygène du carbonyle d’un résidu i et le proton amide du résidu i+4 

(Figure II.3). Un tour moyen d’hélice α contient 3,6 résidus. Les chaînes latérales sont situées vers 

l'extérieur de l’hélice. L’hélice 310 est stabilisée par des liaisons hydrogène entre l’atome d’oxygène du 

carbonyle d’un résidu i et le proton amide du résidu i+3. Chaque tour d’hélice comporte 3,2 résidus. Le 

ruban de coudes β est une structure hélicoïdale dérivée de l’hélice 310, observée dans le cas des 

peptides constitués par l’alternance régulière du motif Aib-Pro ou Aib-Hyp (Di Blasio et al., 1992  ; 

Ségalas et al., 1999). Ce modèle structural est stabilisé par des liaisons hydrogène intramoléculaires 

identiques à celles observées pour l’hélice 310 (i ← i+3) mais interrompues au niveau des résidus 

Pro/Hyp. 

 

 

Figure II.3 : Schéma des liaisons hydrogène caractérisant les hélices α et 310. 

 

 

Le type de structure adoptée par les peptaïbols est fonction de la taille du peptide, du nombre 

de résidus Aib et de leur localisation. De manière générale, les peptides incluant moins de 8 acides 

aminés se structurent préférentiellement en hélices 310, et les peptides constitués de 9 à 20 résidus en 

hélices α (Szekeres et al., 2005). 

310 α310 α
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Les alaméthicines, peptaïbols à 20 résidus, présentent en solution, une structure secondaire 

très proche de leur structure cristalline, incluant les conformations en hélice α et en hélice 310 (Fox et 

Richards, 1982 ; Esposito et al., 1987). Avec une longueur de 34 Å, la molécule est structurée sous 

forme d’une hélice droite α, coudée de façon flexible au niveau du résidu Pro
14

, séparant ainsi la 

molécule en deux segments hélicoïdaux rigides (Figure II.4). La conformation en hélice 310 est 

observée au niveau de l’extrémité N-terminale de la molécule (Yee et al., 1995  ; Gibbs et al., 1997). 

Les chaînes latérales des résidus Gln
7
, Glu/Gln

18
 et les groupements carbonyles des résidus 

centraux, particulièrement de la Gly
11

, définissent un secteur hydrophile étroit, longitudinal et parallèle 

à l’axe principal. Cette disposition particulière est responsable du caractère amphipathique de la 

molécule, propriété importante dans la capacité d’interaction des peptaïbols avec les membranes 

cellulaires (Yee et al., 1999 ; Duclohier et Wroblewski, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.4 : Comparaison des structures cristallines de l’alaméthicine F30 (A) et de l’antiamoebine (B). 

Les résidus Pro sont indiqués en noir et les résidus Aib en gris (d’après Biochemical Society 

Transactions). 

 

Ce modèle conformationnel est observé pour les autres peptaïbols à longue séquence incluant 

18 à 20 résidus tels que les saturnisporines (Rebuffat et al., 1993), les longibrachines, les 

trichorzianines (Bodo et al., 1985), les tricholongines (Rebuffat et al., 1991) et les trichorzines (Hlimi et 

al., 1995  ; Duval et al., 1997). La flexibilité de la molécule, induite par le résidu Pro, contribue de 

A BA B
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façon importante aux propriétés d’interaction de ces peptides avec les membranes biologiques (Yee et 

al., 1999). 

 

La conformation des peptaïbols à courte séquence inclut différents motifs hélicoïdaux. Leur 

principale caractéristique est la présence de la structure en ruban de coude β. Les antiamoebines, 

peptaïbols à 16 résidus, incluent par exemple une structure en hélice α de l’extrémité N-terminale au 

neuvième résidu (Figure II.4). Puis, la molécule est structurée en ruban de coudes β incluant les 

résidus Hyp
10

, Hyp
13

 et Pro
15

. Cette conformation, impliquant la localisation des chaînes latérales les 

plus hydrophobes sur une même face, est responsable du caractère amphipathique de la molécule 

(Rebuffat et al., 1999).   

 

 

II.3. Biosynthèse 

 

II.3.1. Origine biologique 

 

Les peptaïbols sont des métabolites exclusivement fongiques, produits par différents genres de 

champignons d’origine terrestre ou marine. La plupart de ces champignons sont des moisissures 

appartenant au sous-embranchement des Ascomycètes. Quelques séquences (la boletusine et les 

tylopeptines) ont été isolées de Basidiomycètes. Cependant, pour ces exceptions, différents auteurs 

remettent en cause l’origine de ces molécules et envisagent plutôt une biosynthèse par des 

Ascomycètes du genre Sepedonium, genre connu pour parasiter les Basidiomycètes (Degenkolb et 

al., 2003). 

 

Parmi les champignons impliqués dans la biosynthèse des peptaïbols, le genre Trichoderma, 

avec 75% des séquences décrites jusqu’ici, représente le principal producteur (Figure II.5).  

Les Trichoderma sp. sont des champignons supérieurs anamorphes (forme asexuée), 

appartenant à la classe des Sordariomycètes, à l’ordre des Hypocréales et à la famille des 

Hypocraceae. Leur forme téléomorphe (forme sexuée) est représentée par le genre Hypocrea, 

impliqué dans la biosynthèse de 7% des peptaïbols décrits. Dans l’environnement, les Trichoderma 

sp. sont des champignons ubiquistes (Samuels, 1996). La plupart sont saprotrophes, dégradant 

nombre de substrats. Ils sont ainsi très fréquemment rencontrés dans les sols ou sur les matières 

végétales en décomposition (Botton et al., 1990). Ils représentent un intérêt industriel important pour 

leur production d’enzymes extracellulaires et sont également utilisés comme agent de lutte biologique 

contre les phytopathogènes fongiques. De nombreuses espèces de ce genre sont impliquées dans la
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 biosynthèse des peptaïbols, les plus fréquentes sont T. viride, T. brevicompactum, T. longibrachiatum 

et T. harzianum. 

 

Figure II.5 : Importance des différents genres de champignons dans la biosynthèse des peptaïbols  

(en pourcentage de séquences décrites). 

 

 

II.3.2. Voie de biosynthèse 

 

Les peptaïbols et autres peptaïbiotiques sont biosynthétisés par voie non ribosomale impliquant 

des complexes multienzymatiques, les peptides synthétases ou NRPS (Non Ribosomal Peptide 

Synthetase) (Lipmann, 1973). Cette voie alternative de biosynthèse est à l’origine de la grande 

diversité des structures produites incluant une large gamme de résidus non protéinogènes. Les 

peptaïbols sont en conséquence produits sous forme de mélanges complexes d’analogues et de 

dérivés incluant généralement un ou plusieurs composés majoritaires (Brückner et Przybylski, 1984b  ; 

Wiest et al., 2002  ; Reiber et al., 2003).  

Les peptides synthétases, agencées sous forme de modules, sont de larges enzymes 

multifonctionnelles. Chaque module est responsable de l’incorporation d’un acide aminé spécifique 

dans la chaîne peptidique en formation. Les modules sont eux-mêmes subdivisés en plusieurs 

domaines, présentant chacun une fonction particulière dans l’incorporation du résidu. Il existe trois 

domaines principaux :  

- le domaine d’adénylation (A) ; il permet la reconnaissance d’un acide aminé spécifique et son 

activation grâce à une réaction d’adénylation (l’acide aminé est transformé en aminoacyl adénylate) ;

 

1%6%6%
2%

8%

75%

2%

0,5%

Acremonium

Apiocrea

Boletus

Emericellopsis

Gliocladium
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- le domaine de thiolation (T ou PCP pour Peptidyl Carrier Protein) ; il fixe l’acide aminé sur la 

peptide synthétase de manière covalente par l’intermédiaire d’une liaison thioester ; 

- le domaine de condensation (C) ; il permet la formation de la liaison peptidique entre deux 

résidus.  

 

Il existe également des domaines secondaires spécialisés et des modules de polyketide 

synthase (PKS) en association avec les NRPS qui catalysent des modifications au niveau des acides 

aminés incorporés (épimérisation ou N-méthylation) ou au niveau du squelette peptidique (acylation, 

glycosilation ou hétérocyclisation) (Marahiel et al., 1997). Un domaine particulier localisé en extrémité 

C-terminale de la peptide synthétase, tel que le domaine d’une thioestérase ou d’une réductase, 

permet de libérer le peptide néoformé. L'ordre et le nombre de ces domaines dans le complexe 

protéique définit la séquence et la structure du peptide produit (Kleinhauf et Dörhen, 1990  ; Von 

Döhren et al., 1997). Les NRPS sont largement rencontrées dans la production de peptides 

antibiotiques ou de sidérophores chez les bactéries et champignons (Vizcaino et al., 2005). Les 

peptides synthétisés par cette voie sont généralement courts (2 à 50 résidus). Ils présentent, du fait de 

leur originalité structurale, un intérêt pharmacologique important (antibiotiques, immunomodulateurs). 

 

Quelques travaux récents ont permis la mise en évidence et la caractérisation des peptides 

synthétases impliquées dans la biosynthèse des peptaïbols au sein de plusieurs souches de 

champignons. Wiest et al. (2002) ont cloné et séquencé, pour la première fois, un gène (tex1) codant 

une peptaïbol synthétase (Tex1) chez une souche de Trichoderma virens produisant un mélange 

complexe de peptaïbols à 11, 14 et 18 résidus. Avec une taille de 62,8 kb, le gène tex1 encode une 

synthétase de plus de 2,3 MDa et représente le plus large gène de NRPS connu. La peptaïbol 

synthétase Tex1 est constituée de 18 modules (Figure II.6). L’extrémité N-terminale comporte un 

module correspondant à une PKS, constitué de deux domaines incluant une ketoacyl synthase et une 

acyl transférase, permettant l’acylation du résidu N-terminal. L’extrémité C-terminale présente un 

domaine similaire à une 3 β-hydroxystéroïde déhydrogénase, catalysant la réduction de l’acide aminé 

C-terminal en amino alcool. Des expériences de mutation du gène tex1 ont montré qu’aucun peptaïbol 

n’était produit par les souches de T. virens mutées. Selon les auteurs, Tex1 serait donc responsable 

de la biosynthèse de l’ensemble des peptaïbols à 11, 14 et 18 résidus produits par T.virens.  
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Figure II.6 : Structure modulaire de la peptide synthétase Tex1 (d’après Wiest et al., 2002). Les 

modules de Tex1 (1 à 18) et les différents domaines constitutifs de chaque module sont indiqués. Le résidu incorporé par 

chaque module est également représenté. L’échelle définit la position des acides aminés constitutifs de Tex1. 

 

 

En 2003, Reiber et al. ont caractérisé deux protéines isolées en étroite relation et impliquées 

dans la biosynthèse des ampullosporines, peptaïbols à 15 résidus produits par Sepedonium 

ampullosporum. L’une d’elle, de 350 kDa, comporte le module PKS responsable de l’acylation du 

résidu N-terminal puis deux modules impliqués dans l’incorporation respective des résidus Trp et Ala 

(Figure II.7). Treize autres modules sont localisés sur la seconde protéine, de 1,5 MDa, qui inclut 

également une réductase C-terminale catalysant la réduction du résidu C-terminal et la libération du 

peptaïbol formé. L’ensemble constitue la synthétase catalysant la biosynthèse de l’ampullosporine A 

et de ses analogues, certains modules pouvant présenter quelques variabilités de spécificité vis-à-vis 

de l’acide aminé à incorporer. Ce manque de spécificité de certains modules, conduisant à une 

importante diversité d’analogues, a également été observé par Raap et al. (2005) lors de l’étude des 

zervamicines, peptaïbols à 15 résidus, produits par une souche d’Emericellopsis salmosynnemata. 

Ainsi, les mélanges microhétérogènes de peptaïbols incluent généralement des peptides présentant 

des masses moléculaires très proches. Des différences d’1 Da, de 14 Da ou bien même la présence 

d’isomères peuvent être observées, correspondant à des échanges Gly/Ala, Ala/Aib, Aib/Iva, Asn/Gln, 

Val/Iva, Leu/Ile, Gln/Glu entre les séquences peptidiques. 
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Figure II.7 : Biosynthèse de l’ampullosporine A par une peptide synthétase (modèle proposé par Reiber et 

al., 2003). Les acides aminés incorporés sont représentés au dessus de chaque module constitutif de la NRPS. MCoA = 

malonyl-CoA. 

 

 

Selon Reiber et al. (2003), les peptaïbols incluant moins ou plus de 15 résidus ne peuvent pas 

être biosynthétisés par la synthétase de l’ampullosporine et de ses analogues. Au sein d’une même 

souche, il doit donc exister différentes NRPS, chacune biosynthétisant une certaine catégorie de 

peptaïbols incluant un nombre spécifique de résidus, conclusion réfutant celle précédemment émise 

par Wiest et al. concernant Tex1 (2002).  

 

Récemment, les travaux de Wei et al. (2005) ont montré que la synthétase homologue à Tex1 

isolée d’une souche de Trichoderma virens était seulement responsable de la production des 

peptaïbols à 18 résidus et non des 11 et 14 résidus, confirmant ainsi l’hypothèse de Reiber. Les 

résultats de cette étude signalent, de plus, l’existence d’une importante diversité de gènes codant des 

NRPS chez T.virens. 
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II.4. Propriétés membranaires et biologiques des peptaïbols 

 

II.4.1. Interaction des peptaïbols avec les membranes cellulaires 

 

La conformation hélicoïdale des peptaïbols définit l’existence d’un moment dipolaire selon l’axe 

de l’hélice, contribuant à l’insertion de ces molécules dans les membranes cellulaires (Chugh et 

Wallace, 2001 ; Hara et al., 2001). Le pôle positif est représenté par l’extrémité N-terminale 

principalement hydrophobe, et le pôle négatif par la partie C-terminale, riche en résidus hydrophiles. 

Cette interaction avec les bicouches lipidiques membranaires conduit à la formation de structure de 

type pores ou canaux ioniques voltage-dépendants transmembranaires, s’accompagnant d’une fuite 

extracellulaire d’ions et de métabolites et d’une dépolarisation de la membrane. Cette perméabilisation 

membranaire peut aboutir, à terme, à la mort cellulaire (Sansom, 1993  ; Cafiso, 1994  ; Chugh et 

Wallace, 2001).  

En raison de l’activité antimicrobienne résultante de ces interactions, les propriétés 

membranaires des peptaïbols, et particulièrement celles de l’alaméthicine, représentent un intérêt 

considérable dans la recherche de nouveaux antibiotiques et ont par conséquent été abondamment 

étudiées depuis les années 1970 (Gordon et Haydon, 1972 ; Boheim et al., 1978 ; Bessler et al., 1979 

; Bonnafous et al., 1979 ; Archer et Cafiso, 1991 ; Sansom, 1993 ; Tieleman et al., 2001 ; Vitkova et 

al., 2006).  

 

 

II.4.1.1. Formation des canaux transmembranaires  

 

Les études réalisées sur les interactions peptaïbols / membranes, la structure et les propriétés 

électriques des canaux transmembranaires, ont permis de proposer différents modèles pour expliquer 

la formation et l’activation de ces canaux. Les travaux les plus récents s’accordent à décrire un 

modèle de formation en deux étapes (Huang, 2000 ; Vitkova et al., 2006 ; Oliynyk et al., 2007). A un 

faible ratio peptide/lipide, le peptide s’adsorbe parallèlement à la surface de la membrane (Figure II.8, 

A). Lorsque le ratio peptide/lipide augmente, les monomères peptidiques changent de conformation et 

insèrent leurs domaines hydrophobes (extrémités N-terminales) dans la membrane en repoussant les 

têtes hydrophiles des phospholipides (Figure II.8 B) (He et al., 1996a). Au dessus d’une certaine 

concentration en peptides, les monomères s’internalisent et se regroupent dans la membrane en 

créant des pores (Figure II.8 C-E). Les études réalisées sur les membranes artificielles ont mis en 

évidence l’importance du voltage transmembranaire dans l’initiation de cette étape d’insertion du 

peptaïbol dans la membrane (Archer et Cafiso, 1991 ; Duclohier et Wroblewski, 2001 ; Tieleman et al., 
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2001 ; Mottamal et Lazaridis, 2006). Cette sensibilité au voltage est cependant variable en fonction du 

peptaïbol mis en jeu (Duclohier et al., 2004).  

 

Différents modèles sont proposés pour expliquer l’architecture des canaux ainsi formés. Le 

modèle dit en douves de tonneaux (barrel-stave), indépendamment décrit par Boheim (1974) et 

Baumann et Mueller (1974), est largement admis pour expliquer la structure des canaux formés par 

l’alaméthicine et ses analogues à longue séquence (Figure II.8 C). Ces canaux sont constitués d’une 

agrégation de plusieurs monomères peptidiques (6 à 10 en général) orientés comme les planches 

d’un tonneau et liés entre eux par l’interaction de certains acides aminés. La face externe du canal est 

représentée par les domaines hydrophobes des hélices en contact avec les chaînes hydrocarbonées 

des lipides membranaires, et la face interne par les domaines hydrophiles (Chen et al., 2002). Dans le 

cas de l’alaméthicine, les chaînes latérales des résidus Gln
7
, Glu/Gln

18
 et Gln

19
, et les groupements 

carbonyles des résidus Aib
10

 et Gly
11

 constituent la face interne du canal. L’ensemble est stabilisé par 

des interactions peptide-eau et peptide-lipide (Sansom, 1993  ; Epand et al., 1995).  

La structure des canaux transmembranaires formés par les peptaïbols à courte séquence est 

moins bien connue et différents modèles sont proposés pour expliquer l’interaction de ces peptides 

avec la membrane (Rebuffat et al., 1996 ; Wada et al., 1996 ; Augeven-Bour et al., 1997 ; Duclohier et 

al., 1998). Le modèle dit en tapis (carpet-like mechanism), souvent décrit comme un mécanisme de 

type détergent, repose sur l’accumulation d’un très grand nombre de peptides à la surface 

membranaire (Figure II.8 D-E). Cette accumulation superficielle induit des désordres et des limitations 

de fluidité dans la membrane qui finissent par entraîner sa rupture (Chugh et Wallace, 2001). Un 

troisième modèle impliquant une dimérisation des molécules au sein de la membrane a également été 

proposé, notamment pour expliquer l’activité de la trichorovine XII, peptaïbol à 11 résidus (Wada et al., 

1996). Au dessus d’une certaine concentration en peptides, les monomères internalisés s’assemblent 

deux à deux au niveau de leurs extrémités N-terminales de manière à former un dimère 

transmembranaire. L’agrégation de plusieurs dimères permettrait la formation du canal. 
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Figure II.8: Interaction des peptaïbols avec les membranes biologiques et formation des canaux 

transmembranaires, d’après Sato et Feix (2006) : (A) Les peptides sous forme d’hélices (cylindres rouges) s’associent 

initialement parallèlement à la surface de la membrane, soit superficiellement ou incorporés juste en dessous des têtes polaires 

des phospholipides. (B) Les molécules peptidiques s’accumulent à la surface ou près de la bicouche phospholipidique, 

perturbant l’assemblage des lipides et diminuant ainsi l’épaisseur de la membrane. Cette étape peut entraîner des agrégations 

peptide-peptide. (C) À partir d’un seuil critique du ratio peptide/lipide, les molécules s’insèrent dans la membrane sous la forme 

d’un pore selon le modèle en douves de tonneaux. (D) L’accumulation continue de peptides couvre la membrane selon le 

modèle en tapis, entraînant des désordres (E) qui finissent par provoquer la rupture membranaire.  

 

II.4.1.2. Caractéristiques des canaux transmembranaires  

 

Les caractéristiques structurales et fonctionnelles des canaux transmembranaires formés par 

les peptaïbols varient principalement en fonction de la séquence du peptide étudié et de la 

composition en lipides, de la température et du degré d’hydratation de la membrane (Heller et al., 

1997 ; Lucaciu et al., 1997 ; Bak et al., 2001  ; Duclohier, 2004 ; Marsh et al., 2007). 

Les canaux formés par l’alaméthicine présentent un diamètre de 18 à 26 Å et peuvent être 

composés de 6 à 12 monomères (He et al., 1996b). Selon Fox et Richards (1982), la forme 

octamérique semblerait être la plus stable. L’observation des fluctuations du courant enregistré au 

D E

C

D E

C
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niveau d’un canal révèle différents niveaux de conductance, augmentant avec la concentration en 

peptide (Molle et al., 1987). Ces variations, caractéristiques du modèle en douves de tonneaux, sont 

expliquées par l’agrandissement du diamètre des canaux par adjonction de monomères. 

Les canaux formés par la trichotoxine A-50E, peptaïbol à 18 résidus, semble suivre un modèle 

hexamèrique. La trichotoxine A-50E
 

est un des seuls peptaïbols présentant une conformation 

entièrement en hélice α (Chugh et al., 2002). Un coude léger est induit par la proline, cependant la 

molécule est presque droite. Cette conformation permet la formation d’un canal uniformément 

parallèle, présentant un seul niveau de conductance et par conséquent un diamètre fixe du canal 

(Duclohier et al., 2004). Cette caractéristique est également observée dans le cas des canaux formés 

par certains peptaïbols à courte séquence, tels que les harzianines HC, peptaïbols à 14 résidus 

(Lucaciu et al., 1997) et l’antiamoebine I, peptaïbol à 16 résidus (O'Reilly et Wallace, 2003).  

Un modèle de canal octamérique a été réalisé à partir de la structure cristalline de la forme 

monomérique de l’antiamoebine I. Le canal présente une forme en entonnoir, induite par le coude 

significatif causé par la présence de plusieurs imino-acides dans la séquence peptidique des 

monomères. Des liaisons hydrogène entre les hélices orientent les chaînes latérales des résidus Gln
11

 

de manière à former une constriction dans la lumière du canal. Cette contracture formée par les 

chaînes latérales des Gln a été proposé pour d’autres modèles de canaux formés par les peptaïbols, 

et notamment pour ceux formés par l’alaméthicine (Fox et Richards, 1982). Cette caractéristique 

permet de stabiliser l’agrégat hélicoïdal et produit un environnement polarisable au centre du pore, qui 

pourrait permettre le passage d'ions hydratés ou partiellement hydratés. Un diamètre minimal de 9 Å 

est observé au niveau de cette constriction, puis la lumière du canal augmente jusqu’à 20 Å au niveau 

des extrémités N-terminales (Figure II.9). Les résidus aromatiques Phe et phénylalaninol situés au 

deux extrémités de la séquence peptidique de l’antiamoebine (cf. Tableau II.5) permettent de stabiliser 

la position transmembranaire des monomères par interaction avec les têtes hydrophiles et les chaînes 

hydrophobes des phospholipides.  

Le nombre de monomères constitutifs du canal conducteur, et donc les variations de diamètre 

associées, sont à l’origine des variations de conductance mais aussi de sélectivité ionique des 

canaux. De manière générale, la sélectivité ionique est faible ; cependant, le passage des cations (K
+
, 

Na
+
, Ca

2+
, Mn

2+
, Ni

2+
) semble être facilité dans un bon nombre de cas (Fonteriz et al., 1991 ; Sansom, 

1993 ; Tachikawa et al., 1996). Les canaux formés par la trichotoxine A-50E présentent un transport 

élevé de cations par rapport aux canaux formés par l’alaméthicine. Cette spécificité serait liée en 

partie aux différences de potentiel électrostatique de surface induit par le moment dipolaire des 

molécules (Duclohier et al., 2004). Le modèle de canal proposé pour l’antiamoebine I suggère un 

potentiel de surface négatif à l’intérieur du canal, en adéquation avec un transport facilité de cations 

(O'Reilly et Wallace, 2003). 
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Figure II.9 : Modèle du canal formé par l’antiamoebine I, d’après O’Reilly et Wallace (2003). (a) Canal 

octamérique, vue de profil ; (b) vue de haut, les chaînes latérales des résidus Gln sont représentées par des bâtons pleins et les 

liaisons hydrogènes par les pointillés ; (c) modèle dans l’espace (vue de profil) montrant la localisation des résidus aromatiques 

(en noir). 
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II.4.1.3. Relations structures/activités 

 
La formation de canaux transmembranaires par les peptaïbols dépend de nombreux facteurs 

liés aux caractéristiques structurales des molécules. De manière générale, les peptides présentant 

une conformation hélicoïdale et une amphipathie marquées, une forte affinité pour les lipides 

membranaires et une capacité importante d’agrégation dans les membranes sont plus favorables à la 

formation de ces canaux (Hara et al., 2001 ; Kropacheva et al., 2005).  

 

La comparaison des activités de différents peptaïbols a permis de mettre en évidence 

l’importance de certaines caractéristiques dans cette efficacité d’interaction. 

Le nombre de résidus dans la séquence peptidique joue ainsi un rôle important. Une plus 

grande efficacité de perméabilisation membranaire a en effet été démontrée pour les peptaïbols à 

longue séquence  (18 à 20 résidus) par rapport aux peptaïbols à courte séquence (11 et 14 résidus) 

(Rebuffat et al., 1999 ; Grigoriev et al., 2003). Les concentrations nécessaires à l’activité membranaire 

des harzianines HC à 14 résidus sont par exemple dix fois plus élevées (10
-8

 à 5.10
-8 

M) que celles 

nécessaires à l’activité de leurs homologues à 18 résidus (10
-9

 à 5.10
-9

 M) (Rebuffat et al., 1999).  

 

La perméabilisation membranaire est également fortement gouvernée par la nature des résidus 

constitutifs de la séquence.  

Ainsi, la présence de résidus hydrophobes favorise fortement l’activité membranaire, ce 

phénomène est d’autant plus marqué que le peptide est court (Rebuffat et al., 1996  ; Rebuffat et al., 

2000).  

La proline localisée en position 13 ou 14 dans les peptaïbols à longue séquence est un acide 

aminé essentiel à l’interaction du peptide avec les différents systèmes membranaires (Dathe et al., 

1998). Bien que diverses études aient montré que ce résidu n’était pas indispensable à la formation 

des canaux (Duclohier et al., 1992 ; Nagaoka et al., 1995), leur probabilité de formation, les niveaux 

de conductance et leur stabilité sont fortement diminués pour les composés n’incluant pas de Pro ou à 

une position autre que celles normalement observées (Nagaoka et al., 1995  ; Kaduk et al., 1997).  

La présence d’un tryptophanol en C-terminal, en comparaison au phénylalaninol, favorise la 

stabilisation des agrégats conducteurs formés par les trichorzines, probablement en raison de la 

formation de liaisons hydrogène entre le groupe indole du tryptophanol et les groupements polaires 

des lipides membranaires (Duval et al., 1998).  

Selon Cosette et al. (1999), la présence d’une charge négative liée au résidu Glu
18

 diminue 

considérablement l’activité membranaire des longibrachines LGB II en comparaison aux LGA I 

contenant un résidu Gln
18

. Une répulsion plus importante des monomères au sein de l’agrégat est en 

effet observée, diminuant ainsi sa stabilité. Une observation similaire a été reportée par El Hajji et al. 

(1989) lors de l’étude de l’activité membranaire des trichorzianines A et B. 
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II.4.2. Activités biologiques 

 

Les peptaïbols présentent un large spectre d’activités biologiques, considérées, pour la plupart, 

comme le résultat de leurs propriétés membranaires (Rebuffat et al., 1999 ; Chugh et Wallace, 2001). 

Une fois encore, l’alaméthicine constitue le peptaïbol le plus utilisé dans la réalisation de ces tests 

biologiques. De nombreuses variations d’activité existent cependant entre les différents composés ; 

les principaux critères structuraux régissant les interactions membranaires (nombre de résidus et 

hydrophobie) semblent être impliqués dans ces variations d’activité biologique.  

Les activités biologiques principales des peptaïbols seront présentées dans les pages 

suivantes. 

 

II.4.2.1. Activité antibactérienne 

 

Les propriétés antibactériennes des peptaïbols ont été principalement démontrées sur les 

bactéries à Gram positif et dans une moindre mesure sur les bactéries à Gram négatif (Rebuffat et al., 

1999  ; Szekeres et al., 2005  ; Xiao-Yan et al., 2006).  

De nombreux tests ont également été conduit sur différents genres de mollicutes, bactéries 

parasites dépourvues de paroi pour lesquelles très peu d’antibiotiques efficaces sont connus (Rebuffat 

et al., 1995 ; Beven et Wroblewski, 1997  ; Duval et al., 1997  ; Leclerc et al., 2001). Ces tests, 

réalisés dans des conditions de manipulation identiques, ont permis une comparaison entre les 

différents peptaïbols testés. Une activité similaire a ainsi été observée pour les longibrachines LGA IV, 

LGB II et LGB III, la trichorzine PA VI et l’alaméthicine F50, avec des concentrations minimales 

inhibitrices (CMI) comprises dans une même gamme de valeurs (0,56 à 12,5 µM) (Leclerc et al., 

2001). L’activité bactéricide observée est essentiellement due à la perméabilisation de la membrane 

plasmique. En comparaison, l’activité des molécules à courte séquence (harzianines HK VI et HC IX) 

est un peu plus faible (CMI = 12,5 à 50 µM) (Rebuffat et al., 2000). 

Cependant, ces bioessais in vitro ne reflètent pas systématiquement la toxicité in vivo des 

composés. Nir-Paz et al. (2002) ont ainsi montré, à l’aide de cellules cancéreuses humaines (HeLa) 

infectées par des Mycoplasma sp., que la présence de sérum dans le milieu de culture diminue 

l’activité antimycoplasmique de l’alaméthicine. Néanmoins, son activité est fortement potentialisée en 

présence d’enrofloxacine, antibiotique utilisé dans le domaine vétérinaire. 
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II.4.2.2. Activité antivirale 

 

L’activité antivirale des peptaïbols a été reportée pour la première fois par Yun et al. (2000). 

Dans une perspective de recherche d’agents antiviraux permettant de lutter contre le virus de la 

mosaïque du tabac, ces auteurs isolèrent les peptaivirines A et B, présentant une activité antivirale 

élevée pour des concentrations de l’ordre de 10 µg.mL
-1

.  

II.4.2.3. Activité antiprotozoaire 

 

L’activité antiprotozoaire des peptaïbols a été reportée pour la première fois pour 

l’antiamœbine, peptaïbol à 16 résidus isolé d’une souche d’Emericellopsis poonensis (Thirumalachar, 

1968). 

Cette activité a également été mise en évidence pour des peptaïbols à longue séquence, les 

trichorzianines A et B (El Hajji et al., 1989). Ces composés inhibent la croissance de l’amibe 

Dictyostelium discoideum. La modification de perméabilité membranaire par les peptaïbols aboutit à la 

lyse des cellules. La trichorzianine B, incluant un Glu
18

, présente une activité quatre fois plus faible 

que celle obtenue pour son homologue, incluant une Gln
18

. 

 

II.4.2.4. Activité antifongique 

 

L’action inhibitrice des peptaïbols a été mise en évidence sur la croissance de nombreuses 

espèces fongiques et de levures (Szekeres et al., 2005). Grigoriev et al. (2003) ont ainsi montré que 

l’activité biologique de quatorze peptaïbiotiques naturels sur la souche fongique Phoma destructiva 

était positivement corrélée aux capacités membranaires de ces peptides. Les molécules à longue 

séquence, dont l’activité membranaire est élevée, entraînent une inhibition de la croissance du 

champignon, alors que les molécules à courte séquence induisent seulement la formation de 

pigments.   

D’autre part, une synergie d’action a été démontrée entre les enzymes hydrolytiques et les 

trichorzianines, synthétisées en parallèle par une souche de Trichoderma harzianum utilisée comme 

agent de lutte biologique (Schirmbock et al., 1994). Cette interaction pourrait avoir un rôle important 

dans le mécanisme d’action antagoniste de ce micromycète à l’encontre des champignons 

phytopathogènes (Lorito et al., 1996). 
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II.4.2.5. Interaction avec les cellules ou les organismes animaux 

 

a. Activités cellulaires 

 

Au niveau cellulaire, de nombreuses activités biologiques ont été observées :  

- stimulation de la sécrétion de catécholamines par les cellules chromaffines (Artalejo et al., 

1990 ; Tachikawa et al., 1991  ; Wada et al., 1997  ; Dathe et al., 1998 ; Kitagawa et al., 1998), 

- découplage de la phosphorylation oxydative dans les mitochondries (Takaishi et al., 1980 ; 

Das et al., 1986  ; Okuda et al., 1994), 

- stimulation des enzymes membranaires telles que l’adénylate et la guanylate cyclases 

(Szekeres et al., 2005) 

- activité hémolytique sur des érythrocytes humains (Brückner et al., 1984 ; Dathe et al., 1998), 

- inhibition de la mobilité des spermatozoïdes de porc (Peltola et al., 2004), 

- activité cytotoxique sur différentes lignées cellulaires  (Hou et al., 1972 ; Bessler et al., 1979 ; 

Iida et al., 1999 ; Oh et al., 2002 ; Peltola et al., 2004).  

 

b. Toxicité larvaire 

 

La toxicité larvaire des peptaïbols a été mise en évidence sur différents modèles biologiques.  

L’utilisation croissante de souches de Trichoderma sp. comme agent de lutte biologique contre 

les pathogènes des plantes a amené différents auteurs à étudier les risques sanitaires liés à la 

présence de leurs métabolites dans les produits de récolte et l’environnement terrestre. Favilla et al.  

(2006) ont ainsi étudié la toxicité de trois peptaïbols de la famille des alaméthicines, des paracelsines 

et des antiamoebines sur deux modèles invertébrés Artemia salina et Daphnia magna.  Des DL50 

(dose entraînant la mort de 50% des individus) dans la gamme du micromolaire sont obtenues pour 

l’ensemble des composés testés après 24 h d’exposition. Dans chaque cas, l’alaméthicine est 

apparue comme le composé le plus actif.   

Matha et al. (1992) ont étudié la toxicité de différents peptaïbols et d’un peptaïbiotique pour les 

larves de moustiques Culex pipiens. Une activité insecticide marquée est observée pour l’ensemble 

des peptaïbols testés avec des DL50 comprise entre 56 et 119 µM ; une activité environ huit cent fois 

plus élevée est obtenue avec l’efrapeptine F, peptaïbiotique à 17 résidus. Dans tous les cas, les 

mitochondries sont la cible intracellulaire privilégiée et leur destruction représente l’action principale 

des toxines. 
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Dans un dernier temps, une activité élevée des peptaïbols à longue séquence, isolés de 

souches de Trichoderma sp. d’origine marine, a été mise en évidence à plusieurs reprises à l’aide 

d’un test biologique sur larves de diptères (Phormia terrae novae) (Landreau et al., 2002 ; Reculeau, 

2003). Ce test, initialement mis au point pour évaluer la neurotoxicité du venin de scorpions, a été 

adapté à l’étude des mycotoxines marines et permet la détection des neurotoxines (Denardou, 1998). 

Les peptaïbols entraînent une contraction et une immobilisation immédiate et irréversible des larves, 

traduisant leur action neurotoxique. Les peptaïbols à 20 résidus isolés d’une souche de T. 

longibrachiatum d’origine marine, présentent une neurotoxicité quinze à trente fois plus élevée 

lorsqu’ils sont testés en mélange par rapport à celle observée pour les composés purs (Ruiz, 2007). 

Les peptaïbols à 11 résidus, isolés de cette même souche, se sont avérés inactifs sur ce test.  

c. Toxicité sur mammifères 

 

La toxicité sur mammifères a été étudiée à l’aide de tests biologiques réalisés sur souris adulte. 

Une seule étude au cours de laquelle les peptaïbols ont été administré aux animaux par voie orale est 

disponible, les autres ayant toutes été conduites par voie intrapéritonéale. Cette étude concerne la 

trichotoxine A, peptaïbol à 18 résidus. Par voie orale, la toxicité est faible ; les souris, nourries à une 

concentration de 600 mg.kg
-1

, sont maintenues quatre mois sans symptômes apparents. Cette 

inactivité pourrait être liée à une détoxification dans le tractus digestif ou au fait que la toxine ne 

puisse pas passer la paroi intestinale. Injectée par voie intrapéritonéale, les mêmes composés 

entraînent la léthargie des individus et leur mort dans une période de 1 h à 3 j en fonction de la dose 

injectée (Hou et al., 1972). Une DL50  de 4,36 mg.kg
-1

 a été obtenue.  

L’activité neuroleptique des peptaïbols a été étudiée par Berg et al. (2003) et Grigoriev et al. 

(2003). Cette activité, se traduisant par l’hypothermie et une perturbation de l’activité locomotrice des 

animaux, est observée pour tous les peptaïbols testés à une concentration de 10 mg.kg
-1

. A 

20  mg.kg
-1

, les peptaïbols à longue séquence (alaméthicine F30, chrysospermine C, paracelsine A) 

induisent la mort des individus dans un laps de temps très court après injection (temps non 

communiqué). 

Cette activité neuroleptique a été également démontrée pour des peptaïbols purs à 20 et 11 

résidus, isolés d’une souche de T. longibrachiatum d’origine marine (Ruiz, 2007). Pour les composés 

à longue séquence, la mort des individus est observée 30 min à 2 h après injection d’une 

concentration de 20  mg.kg
-1

 et après 24 h pour une injection de 10 mg.kg
-1

.
 

Récemment, Ovchinnikova et al. (2007) ont mis en évidence l’activité neuroleptique des 

zervamicins IIA et IIB, peptaïbols à 16 résidus. Des perturbations comportementales sont observées 

pour des concentrations variant de 0,05 à 12,0 mg.kg
-1

 en fonction du composé étudié. 
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II.5. Méthodologies d’analyse des peptaïbols 

II.5.1. Production et isolement 

 

L’étude des peptaïbols produits par les diverses espèces de micromycètes est réalisée à partir 

de cultures in vitro conduites sur des milieux synthétiques solides ou liquides. Les milieux utilisés sont 

nombreux et influencent la nature et la quantité des peptaïbols biosynthétisés (Kirschbaum et al., 

2003 ; Reiber et al., 2003). Ces milieux peuvent être adaptés à un groupe d’espèces à écologie 

particulière et sont par exemple réalisés à base d’eau de mer dans le cas des moisissures d’origine 

marine. 

La présence de peptaïbols associés au mycélium varie en fonction de la souche étudiée. Dans 

la plupart des cas, ils sont essentiellement excrétés dans le milieu de fermentation (Rebuffat et al., 

1999). L’isolement des peptaïbols biosynthétisés est effectué par une extraction de la biomasse 

fongique et/ou du milieu de fermentation à l’aide de solvants organiques. En raison du caractère 

amphiphile de ces peptides, l’extraction est généralement réalisée à l’aide de solvants ou mélanges 

de solvants moyennement polaires (n-butanol, mélange méthanol/dichlorométhane). 

Les peptaïbols extraits sont ensuite purifiés et séparés en différents groupes par des 

techniques diverses telles que l’extraction en « phase solide » (SPE ; silice greffée C18 ou diol), la 

chromatographie d’exclusion (sephadex LH-20), la chromatographie sur phase stationnaire polaire 

(silice, silice greffée diol). Chaque groupe consiste généralement en un mélange microhétérogène 

d’analogues, qui peuvent être en partie séparés par CLHP sur phase inverse (C8, C18 ; détection UV 

220 ou 280 nm). Cependant, l’obtention de peptaïbols purs et homogènes à partir de tels mélanges 

représente la principale difficulté dans l’étude de ces peptides. 

 

 Au niveau de ces étapes d’isolement, la mise en évidence des analytes peut être réalisée par 

chromatographie planaire impliquant un réactif spécifique des liaisons peptidiques, le 4,4 

tétraméthyldiamino-diphényl méthane (TDM) (Brückner et Przybylski, 1984a). L’orcinol, révélateur 

spécifique des molécules glycoconjuguées, peut également être utilisé. Il colore la plaque en jaune et 

permet la révélation indirecte des peptaïbols sous forme de spots restés blanchâtres (Ruiz, 2007). 

Ces méthodes permettent une mise en évidence simple et rapide de peptaïbols dans une fraction. 

Cependant, la révélation est non spécifique et nécessite des quantités importantes d’analytes. 
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II.5.2. Identification et analyse séquentielle 

 

II.5.2.1. Méthodes utilisées 

 

Compte tenu des caractéristiques structurales particulières des peptaïbols (blocage des 

extrémités N- et C-terminales, présence de résidus hydrophobes), les méthodes biochimiques 

classiquement utilisées pour l’analyse séquentielle des peptides et protéines (séquençage du 

génome, méthode d’Edman) sont inappropriées pour la détermination de leur séquence. Au cours des 

trois dernières décennies, le développement des techniques de spectrométrie de masse (SM) 

autorisant l’analyse des molécules et de macromolécules non volatiles ont permis de nombreux 

progrès dans l’analyse séquentielle de ces composés. Ainsi, les méthodes d’ionisation les plus 

souvent rencontrées dans la littérature pour l’étude des peptaïbols, sont le bombardement par atomes 

ou ions rapides (FAB) (Brückner et Przybylski, 1984a ; Auvin-Guette et al., 1992 ; Rebuffat et al., 

1996), l’électronébulisation (electrospray, ES) (Iida et al., 1995 ; Jaworski et Brückner, 1999 ; Psurek 

et al., 2005 ; Sabareesh et Balaram, 2006) et la désorption/ionisation laser assistée par matrice 

(MALDI) (Peltola et al., 2004 ; Vizcaino et al., 2005).  

Dans le cas des techniques entraînant une ionisation à haute énergie (FAB), les spectres 

obtenus permettent l’observation d’ions pseudomoléculaires protonés [M+H]
+ 

ou adduits cationiques 

[M+Na]
+
, [M+K]

+
, accompagnés d’un nombre remarquable d’ions fragments non spécifiques (Iida et 

al., 1994). Dans le cas des mélanges microhétérogènes de peptaïbols, la présence de ces fragments 

complique singulièrement l’interprétation et la détermination des séquences (Degenkolb et al., 2003). 

L’utilisation de techniques plus récentes (ES, MALDI), impliquant une ionisation douce, a alors 

supplanté l’analyse par SM-FAB. Elles conduisent à la formation d’ions pseudomoléculaires stables 

[M+H]
+
, [M+Na]

+
, [M+nH]

n+
 et [M+nNa]

n+
, permettant de déterminer facilement la masse moléculaire 

des composés. L’accès à la séquence d’acides aminés est réalisé par la fragmentation en tandem 

SM/SM et SM
n
 des ions pseudomoléculaires et de leurs fragments successifs. Ces fragmentations 

sont obtenues par les méthodes de dissociation induite par collision (CID) où l’ion d’intérêt est 

sélectionné et entre en collision avec les atomes d’un gaz non chargé (argon ou hélium). L’isolement 

de cet ion doit être réalisé sur une fenêtre de masse la plus faible possible afin de caractériser sans 

ambiguïté les ions fragments obtenus.  

Récemment, en analogie au protéome et au peptidome, Krause et al. (2006a) ont introduit le 

terme de peptaïbiome pour définir l’ensemble des peptides synthétisés par un organisme fongique et 

caractérisés par la présence de l’acide aminé non protéinogénique Aib. Le terme peptaïbiomique, 

caractérisant les méthodologies analytiques utilisées pour la détermination structurale de ce 

peptaïbiome, a également été défini en conséquence. Dans ce sens, les auteurs proposent une 

méthode de criblage rapide et spécifique du peptaïbiome applicable aux micromycètes filamenteux 

cultivés sur une seule boite de Petri. Cette  méthode inclut une purification des peptaïbiotiques extraits 

à l’aide d’une extraction en phase solide (cartouche SPE C18), suivie d’une analyse par CLHP en 
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phase inverse (C18) couplée à un spectromètre de masse à électronébulisation et trappe d’ions. Les 

séquences partielles des peptaïbiotiques sont déduites des ions fragments et comparées avec la base 

de données compilant les structures des composés connus. 

 

La détermination des acides aminés isomériques Leu/Ile peut être réalisée à l’aide de la 

spectrométrie de masse en tandem (FAB) (Landreau, 2001) ou par l’étude de la fragmentation des 

adduits lithium [M+Li]
+
 (Hlimi, 1997). Cependant, aucune de ces méthodes ne permet la 

caractérisation des acides aminés isomériques Val/Iva. La détermination complète de la séquence 

nécessite alors des analyses supplémentaires impliquant l’analyse par CLHP (détecteur 

spectrophotométrique ou SM) ou par chromatographie en phase gazeuse (CPG) (détecteur à 

ionisation de flamme ou SM) des acides aminés obtenus après hydrolyse acide des peptaïbols. La 

comparaison des temps de rétention (tR) obtenus avec ceux d’acides aminés de référence permet 

aussi d’obtenir la chiralité de ces acides aminés. Enfin, la résonance magnétique nucléaire (RMN) 

peut être utilisée pour une résolution efficace et complète des séquences, elle permet également de 

fournir les bases pour une analyse conformationnelle complémentaire (Hlimi et al., 1995 ; Rebuffat et 

al., 1999). 

 

II.5.2.2. Étude séquentielle des peptaïbols par SM 

 

En mode de détection des ions positifs, la fragmentation SM/SM et SM
n
 des ions 

pseudomoléculaires générés par les peptaïbols conduit à la formation de fragments spécifiques, 

nommés selon la nomenclature définie par Roepstorff et Fohlman (Roepstorff et Fohlman, 1984) puis 

complétée par Biemann (Biemann, 1988). Ces fragments résultent du clivage d’une liaison de la 

chaîne peptidique. Ce clivage peut avoir lieu au niveau de trois types de liaisons Cα-C, C-N ou N-Cα 

pour donner six types de fragments désignés respectivement an, bn, cn, si la charge positive est 

retenue par le coté N-terminal et respectivement xn, yn, zn si la charge positive est retenue par le coté 

C-terminal ; n désignant le nombre d’acides aminés contenus dans le fragment (Figure II.10). La 

différence de masse entre deux ions consécutifs d’une même série permet de déterminer l’identité de 

l’acide aminé et donc de déduire la séquence du peptaïbol (à l’exception des isomères L/I, Lol/Iol, V/J, 

Vol/Jol).  
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Figure II.10 : Voies de fragmentations principales des peptides par spectrométrie de masse SM
n
 (d’après 

De Hoffmann et Stroobant, 2005 ). 

 

 

Les liaisons Aib-Pro ou Aib-Hyp, fréquemment rencontrées dans les peptaïbols, présentent une 

fragmentation privilégiée. Le groupe imino de la proline (ou de l’hydroxyproline), inclus dans un cycle à 

cinq atomes, présente en effet une affinité protonique plus importante que les autres liaisons amides 

du peptide. Dès lors, la protonation et le clivage de la liaison amide de la proline est un processus 

favorisé et de plus accentué par l’encombrement stérique du carbone α,α-dialkylé de l’Aib (Rebuffat et 

al., 1995 ; Leclerc et al., 1998b). Le schéma de fragmentation de cette liaison, en milieu acide, est 

illustré dans la Figure II.11. Deux voies sont  en compétition : la première conduit à la formation d’un 

ion acylium bn N-terminal et d’une amine primaire, la seconde à un ion ammonium yn C-terminal et 

d’un cétène. 

 

22
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Figure II.11 : Fragments résultant du clivage préférentiel de la liaison Aib-Pro (d’après Hlimi, 1997 ). 

 

En milieu acide, l’analyse de peptaïbols, sans fragmentation induite, conduit alors à 

l’observation d’ions pseudomoléculaires [M+H]
+
 et [M+2H]

2+
 accompagnés de ces ions N- et 

C-terminaux, généralement majoritaires. Après fragmentation à basse énergie (trappe d’ions) de l’ion 

[M+H]
+
, les ions N- et C-terminaux précédents sont observés généralement associés à d’autres ions 

des mêmes séries bn et yn résultant de fragmentations additionnelles à d’autres endroits de la chaîne 

principale (Kirschbaum et al., 2003 ; Krause et al., 2006a ; Psurek et al., 2006). Ces ions peuvent être 

ensuite successivement fragmentés (SM
n
) de manière à obtenir l’ensemble de la séquence. Les ions 

acyliums bn sont obtenus par clivage direct d’une liaison amide de la chaîne principale. La formation 

des ions yn nécessite un transfert de deux hydrogènes supplémentaires, l’hydrogène responsable de 

la protonation et un second provenant de l’autre partie du peptide. La formation de ces deux séries 

d’ions permet une complémentarité et un recoupement des informations obtenues. Lorsque plusieurs 

liaisons Aib-Pro ou Aib-Hyp sont présentes dans le peptide, le spectre devient plus complexe, en 

raison de la superposition d’un grand nombre de séries d’ions fragments. 

 

 

R

ion yn

ion bn

R

ion yn

ion bn
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En milieu neutre et en absence de cations ajoutés, les ions pseudomoléculaires [M+Na]
+
 et 

[M+2Na]
2+

 sont majoritairement formés. Leur fragmentation conduit principalement à la formation 

d’adduits sodium type immonium an et ammonium yn. Le clivage préférentiel des liaisons Aib-Pro ou 

Aib-Hyp résulte dans la formation d’un ion sodium an N-terminal et d’un ion sodium yn C-terminal. Les 

ions sodium acylium bn et des fragments supplémentaires résultant de clivages au niveau des chaînes 

latérales des acides aminés peuvent également être observés mais en plus faible abondance. 

Conventionnellement, les ions an sont générés par la perte d’un groupement CO à partir des ions 

précurseurs bn. Cependant, selon Sabareesh et al. (2006), la faible abondance ou l’absence des ions 

sodium bn observée suite à la fragmentation des ions [M+Na]
+
 pourrait suggérer une génération 

directe des ions sodium de type an. 

 

La nomenclature de la fragmentation des peptides ayant été définie sur la base des peptides 

protonés, nous utiliserons, dans la suite du manuscrit, la notation [an+Na]
+
, [yn+Na]

+
 et [bn+Na]

+
 pour 

définir respectivement les adduits sodium an, yn, et bn formés en milieu neutre afin de les différencier 

des ions positifs protonés ou non protonés an, yn, bn formés en milieu acide.  
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Chapitre III : DETECTION ET IDENTIFICATION DES PEPTAÏBOLS DANS 

L’ENVIRONNEMENT MARIN  

 

III.1. Contexte de l’étude 

 

Les moisissures filamenteuses isolées du milieu marin et déjà connues en milieu terrestre sont 

capables de se développer, au laboratoire, en conditions de culture marine et de produire de 

nombreux métabolites représentant un intérêt pharmacologique majeur. Cependant, leur isolement, 

généralement réalisé à partir des spores contenues dans les échantillons prélevés, ne démontre pas 

leur développement dans cet environnement. Ainsi, leur considération comme espèces marines reste 

encore très discutée.  

Pourtant, la diversité et la répartition des moisissures filamenteuses dans les écosystèmes 

pélagiques et benthiques ont été étudiées à travers différents travaux, réalisés dans de nombreuses 

régions littorales du monde. Les populations fongiques des zones côtières hawaiiennes ont ainsi été 

étudiées par Wrigth Steele (1967), définissant des variations d’abondance et de diversité en fonction 

des zones étudiées. La zone supralittorale, très stable, présentait le nombre le plus élevé d’isolats. 

Une faible abondance était observée dans la zone infralittorale, pouvant être expliquée, selon les 

auteurs, par le balayage des marées. En 1993, Shaumann  s’est intéressé à la microfonge présente 

en Mer du Nord et en Atlantique Nord. Les souches ont été isolées à partir d’échantillons de 

sédiments et d’eau de mer prélevés en haute mer, à différentes profondeurs allant de la zone 

sublittorale à la zone abyssale. Une nette prédominance du genre Penicillium a été observée, suivie 

d’Ulocladium, Scopulariopsis, Cladosporium, Trichoderma, Paecilomyces, Fusarium et Acremonium. 

La comparaison des échantillons en fonction de la zone de prélèvements a montré que l’abondance et 

la diversité des souches fongiques étaient influencées par certains paramètres physico-chimiques du 

milieu tels que la profondeur, la nature du sol, la concentration en oxygène et les échanges d’eau. 

Une faible densité fongique a ainsi été observée dans les zones à forts remous et courants où 

l’accumulation de matières organiques est limitée. A l’inverse, les zones protégées ont présenté une 

densité plus importante. 

La diversité de la microfonge d’une plage de Rio de Janeiro a été étudiée par De Moura 

Sarquis et De Oliveira (1996) révélant la présence de 170 espèces de champignons filamenteux 

dominés par les genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium et Trichoderma. Selon ces auteurs, les 

sédiments côtiers représentent ainsi un vaste réservoir fongique. Le rôle des moisissures  y est peu 

connu, mais leur présence pourrait avoir une importance non négligeable pour la faune et la flore de 

cet écosystème. Gonzalez et al. (1998) a étudié la diversité de la microfonge des plages mexicaines. 

L’espèce marine facultative Cladosporium cladosporioides et l’espèce marine obligatoire Corollospora 

maritima étaient les plus abondantes sur les trois sites de prélèvement. Les différences de distribution 

des espèces entre les différents sites ont suggéré une variation des communautés, pouvant être liée 
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aux caractéristiques biotiques et abiotiques spécifiques à chaque site. En général, l’abondance et la 

composition des espèces marines et non marines étaient similaires à celles observées au niveau de 

plages de région plus tempérée (Rees et Jones, 1985). L’abondance des moisissures non marines 

identifiées dans ce travail pourrait indiquer un rôle important de ces champignons dans les processus 

de minéralisation et de recyclage des nutriments. Sous l’influence de facteurs écologiques, ces 

espèces peuvent se développer dans les écosystèmes marins et alors être considérées comme des 

espèces marines facultatives. 

Plus récemment, les recherches effectuées par Khudyakova et al. (2000) au niveau des 

plages japonaises ont montré l’abondance des genres Penicillium, Aspergillus et Trichoderma. Selon 

ces auteurs, l’abondance et la diversité des souches fongiques seraient plus élevées dans les 

sédiments fortement impactés par les apports anthropogéniques, avec une dominance de souches au 

fort pouvoir toxinogène, représentées par les genres Chaetomium, Penicillium, Aspergillus et 

Trichoderma. La microfonge des eaux côtières du nord de la Grèce montre également une 

prédominance des genres Penicillium, Aspergillus et Alternaria (Arvanitidou et al., 2002).  

L’étude de la microfonge isolées de zones conchylicoles de l’estuaire de la Loire a montré une 

dominance des genres Penicillium, Trichoderma, Cladosporium et Aspergillus (Sallenave, 1999). Dans 

ces zones d’élevage, la production de fecès et de pseudo-fecès par les huîtres et moules cultivées 

favorisent fortement la sédimentation et l’augmentation du taux de matière organique des sédiments 

(Sornin et al., 1983). Ces zones pourraient donc constituer un substrat de choix pour le 

développement des champignons saprotrophes. La présence de pieux en bois utilisés dans les 

bouchots d’élevage pourrait également favoriser la croissance des souches lignicoles (Sallenave, 

1999). 

 

Ces différentes études illustrent bien le fait que les écosystèmes marins pélagiques et 

benthiques constituent un réservoir important de moisissures filamenteuses. La comparaison des 

différents résultats montre des similitudes de répartition, les champignons du genre Penicillium, 

Aspergillus et Trichoderma étant largement représentés dans les différents lieux et prélèvements. 

Même si le rôle des ces micromycètes et les facteurs écologiques contrôlant leur distribution dans ces 

environnements restent mal connus, les zones fermées ou semi fermées, présentant une forte teneur 

en matière organique, semblent être nettement propice à leur développement.  

Dans notre étude, la détection de peptaïbols dans des échantillons prélevés en zones 

conchylicoles et l’isolement des souches productrices ont constitué les premières étapes dans l’étude 

des risques toxiques liés à la présence potentielle de ces métabolites en milieu marin. La détection de 

tels métabolites, spécifiquement produits par des moisissures saprotrophes dans des sédiments, ou 

bioaccumulés par des organismes, permettrait, de plus, de confirmer et de caractériser plus 

précisément le développement de cette microfonge dans l’environnement marin.  
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III.2. Recherche des peptaïbols dans les échantillons du Fier d’Ars 

 

La recherche des peptaïbols a été initiée dans des échantillons de sédiments et de moules 

prélevés sur le site du Fier d’Ars en raison d’une toxicité élevée et inexpliquée des élutriats 

sédimentaires pour les embryons de Mytilus edulis (Amiard-Triquet et al., 2003). 

 

III.2.1. Localisation géographique et caractéristiques du site de prélèvement 

 

Le Fier d’Ars est une baie macrotidale fermée, formant un vaste ensemble littoral localisé dans 

le golfe de Gascogne au Nord-Ouest de l’île de Ré (Figure III.1). Le Fier d’Ars associe, d’une part, des 

grandes vasières et bancs de sable découverts à marée basse et, d’autre part, un ensemble de 

marais endigués. Les étendues de vase regorgent d’herbiers jouant un rôle déterminant dans la 

richesse biologique du site. Les activités humaines y sont principalement tournées vers la saliculture, 

l’ostréiculture et la pisciculture. Le Fier d’Ars renferme également des gisements naturels de moules 

propices à la pêche à pied. Dans le cadre de notre étude, les prélèvements des échantillons ont été 

effectués au niveau des parcs à huîtres localisés sur la vasière sud de la baie.  

Figure III.1 : Localisation du Fier d’Ars. Carte d’après Bel Hassen (2001). 

Les prélèvements des échantillons ont été réalisés dans le sud de la baie (symbolisé par le rond noir dans l’encadré). 
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La qualité des sédiments du Fier d’Ars a été évaluée lors d’une étude réalisée par Amiard-

Triquet et al. (2003). Les analyses effectuées ont révélé des concentrations moyennes annuelles en 

métaux (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn) et en polluants organiques (HAP, PCB) nettement inférieures 

au niveau 1 de référence défini dans le cadre de la convention d’Oslo, reflétant le caractère sain de 

ces sédiments (Alzieu et (coord), 2003). Cependant, des bioessais réalisés sur  le développement 

embryo-larvaire de Mytilus edulis ont révélé une importante embryotoxicité des élutriats 

sédimentaires. En comparaison, des niveaux de contamination significativement plus élevés ont été 

obtenus dans les sédiments prélevés dans la baie de la Rochelle. Cependant, très peu d’effets 

embryotoxiques ont été observés pour ces sédiments. Les sources potentielles d’eutrophisation et de 

contamination (pesticides, produits antibiotiques) liées aux effluents domestiques et aux activités 

piscicoles du Fier d’Ars ont donc été également déterminées. Cependant, aucune de ces hypothèses 

n’a permis de mettre en évidence une contamination significative du site d’où la recherche de 

peptaïbols entreprise dans cette zone.  

 

III.2.2. Détection et identification des peptaïbols par spectrométrie de masse 

 

La détection et l’identification des peptaïbols dans les échantillons de sédiments et de moules 

ont été réalisées à l’aide d’un spectromètre de masse équipé d’une source d’ionisation par 

électronébulisation (ES) et d’une trappe d’ions (TI). 

Parmi les méthodes analytiques, la spectrométrie de masse (SM) occupe une place privilégiée, 

principalement grâce à sa sensibilité et ses limites de détection inégalées. Elle correspond à une 

méthode de caractérisation de la matière reposant sur la détermination des masses des molécules 

présentes dans un échantillon. Elle permet la transformation des molécules en ions à l'état gazeux. La 

masse moléculaire des analytes est alors déterminée en analysant les rapports masse/charge (m/z) 

des différents ions constitués d’ions pseudomoléculaires et de fragments. 

Dans notre étude, l’instrument utilisé est équipé d’une source d’ionisation par 

électronébulisation et d’une trappe d’ions (Finnigan Matt LCQ
TM

, Thermo Separation Products, San 

Jose, CA, USA). Par rapport aux premières méthodes d’ionisation permettant le transfert des ions en 

solution en phase gazeuse (FAB, désorption), l’ionisation par électronébulisation est une méthode 

particulièrement douce, donnant lieu à l’ionisation des molécules étudiées sans fragmentation induite. 

Cette technique permet ainsi la détermination directe des masses moléculaires des composés. 

Associé à une trappe ionique quadripolaire autorisant l’isolement et la fragmentation sélective (SM
n
) 

des ions produits, la résolution structurale des composés est également envisageable. La SM-ES-TI 

représente ainsi un outil puissant dans l’analyse qualitative et quantitative des peptides et des 

protéines (Cole, 1997). Largement utilisée dans l’analyse des peptaïbols (Degenkolb et al., 2003 ; 

Mohamed-Benkada et al., 2006 ; Sabareesh et Balaram, 2006 ; Ruiz et al., 2007), sa haute sensibilité 
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permet une caractérisation efficace des molécules même présentes en faible quantité dans une 

matrice partiellement purifiée.  

III.2.2.1. Présentation du spectromètre à électronébulisation et trappe d’ions (ES-TI) 

 

Le spectromètre de masse LCQ
TM

 est présenté dans la Figure III.2. Il est composé de quatre 

modules, qui seront succinctement abordés dans la suite de ce manuscrit : 

- une source d’ionisation par électronébulisation, 

- un système optique de transmission des ions, 

- un analyseur constitué d’une trappe ionique quadripolaire, 

- un détecteur. 

 

Figure III.2 : Configuration éclatée du spectromètre de masse LCQ
TM

, équipé d’une source d’ionisation 

par électronébulisation et d’une trappe ionique quadripolaire, d’après ThermoFinnigan Corporation.  

Pressions : P1 ≈ 760 Torr, P2 ≈ 1 Torr, P3 ≈ 1.10
-3
 Torr, P4 ≈ 2,5.10

-5
 Torr, et P trappe ≈ 1-2.10

-3
 Torr. 

 

a. La source d’ionisation par électronébulisation  

--  Description et principe général 

 

Le principe de l’ionisation par électronébulisation ou electrospray consiste à générer, à pression 

atmosphérique, des ions en phase gazeuse directement à partir des ions existants en solution sous 

l'effet d'un champ électrique intense. Cette technique de production des ions est devenue depuis la fin 
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des années 90 la technique d’ionisation la plus répandue en raison de sa sensibilité très élevée et son 

couplage aisé à la chromatographie liquide ou à l’électrophorèse capillaire (De Hoffmann et Stroobant, 

2005). Elle autorise l’analyse d’une large gamme de composés, incluant notamment les molécules et 

macromolécules biologiques non volatiles et thermolabiles.  

 

L'échantillon en solution est amené dans la source par une aiguille métallique de faible diamètre 

interne (environ 200 µm). Un champ électrique est obtenu par application d’un voltage élevé (de 3 à 6 

kV) entre la pointe de cette aiguille et une contre-électrode. Ce champ électrique intense conduit à 

une séparation des charges positives et négatives au sein des espèces en solution (migration 

électrophorétique), qui va à terme entraîner la formation d’un spray de gouttelettes chargées. En 

mode de détection des ions positifs, les ions positifs migrent à la surface des gouttelettes, fortement 

attirés vers la contre électrode (négative), tandis que les ions négatifs sont neutralisés à la sortie de 

l'aiguille où ont lieu des réactions d'oxydation (le contraire se produisant en mode négatif). 

L’accumulation de charge à la surface du liquide provoque sa déstabilisation, il prend alors la forme 

d'un cône (cône de Taylor) à la pointe duquel sont émises les gouttelettes fortement chargées (Figure 

III.3).  

Le solvant contenu dans ces gouttelettes va ensuite s'évaporer, à l'aide d’un flux d'azote, 

entraînant leur rétrécissement et donc une augmentation de la densité de charge. Lorsque le rayon 

d'une gouttelette est suffisamment faible, les forces de répulsion coulombienne deviennent 

supérieures à la force de cohésion du liquide et la gouttelette explose en gouttelettes filles. Ce 

processus d’évaporation suivie de fission de la gouttelette mère se répète pour donner des 

gouttelettes de plus en plus petites. La densité de charge augmente au fur et à mesure, jusqu’au 

moment où elle devient suffisante pour provoquer la désorption des ions. Ces ions ainsi produits 

peuvent être porteurs d’un grand nombre de charge dans le cas où de multiples sites ionisables ou 

polaires sont présents sur la molécule étudiée. Les molécules ne possédant aucun site ionisable 

peuvent former des ions positifs par protonation (formation de l’ion [M+H]
+
) ou par adduits avec des 

ions sodium, potassium, ammonium, et des ions négatifs par déprotonation (formation de l’ion [M-H]
-
) 

ou par adduits avec des ions chlorure, acétate…  

 

A l’extrémité de la chambre d’ionisation, un capillaire chauffé assure le transfert des ions depuis 

la zone à pression atmosphérique vers une zone de vide primaire (1.10
-3

 Torr). Il permet de compléter 

la désolvatation des ions, notamment lors de débits élevés (>100 µL.min
-1

). En sortie de ce capillaire, 

une lentille tubulaire (Tube Lens ou Tube Gate) permet de focaliser sélectivement les ions vers 

l’entrée du cône d’écrémage (Skimmer). Le voltage appliqué au niveau de cette lentille (±200 V) est 

dépendant de la masse des ions et de leur charge, et permet de contrôler la quantité d’ions transférés 

à l’analyseur. 
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Figure III.3 : Représentation schématique du processus de l’électronébulisation pour la formation des 

ions positifs (d’après Bökman, 2002 ). 

 

--  Paramètres ajustables 

 

Différents paramètres de l’appareil sont ajustables. Leur modification pourra permettre 

d’améliorer la sensibilité de détection des analytes.  

 

 Introduction de l’échantillon. L’échantillon peut être introduit dans la source par perfusion directe à 

l'aide d'une pompe à seringue ou par couplage CLHP (phase inverse); les débits acceptés vont de 

moins de 1 µL.min
-1

 à 1 mL.min
-1

. Le solvant de solubilisation de l’échantillon joue un rôle important 

dans l’efficacité d’ionisation des molécules par électronébulisation : les solvants les plus favorables à ce 

processus sont les solvants polaires volatils de faible tension de surface et conductivité (méthanol, 

acétonitrile, isopropanol). Les sels, acides et bases fortes sont à proscrire  à une concentration 

supérieure à  10 mM. 

 Mode de détection des ions. En fonction du mode de détection choisi, la valeur du voltage appliqué à 

la pointe de l’aiguille de l’ES sera positive en cas de détection des cations et inversement pour la 

détection des anions. Le voltage appliqué est usuellement compris entre ±3 et ±6 kV: trop élevé, il 

pourra induire une fragmentation des ions, trop faible, il provoquera une mauvaise transmission de ces 

derniers.
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 Débit du gaz vecteur et auxiliaire. Le gaz vecteur, constitué d’azote, permet la nébulisation de la 

solution et l’évaporation du solvant. Son débit est généralement fixé à 60 UA (unités arbitraires) pour un 

échantillon délivré à 3 µL.min
-1

, et à 80 UA pour un débit de 1 mL.min
-1

. Un flux d’azote secondaire (gaz 

auxiliaire) est introduit pour des débits supérieurs à 100 µL.min
-1

, afin d’assister le gaz vecteur dans les 

processus de nébulisation. Il permet également de maintenir un taux d’humidité le plus faible possible au 

niveau de la source. Le débit de ce gaz auxiliaire est usuellement compris entre 10 et 20 UA. 

 Température et voltage du capillaire chauffé. La température du capillaire chauffé (généralement 

comprise entre 150 et 300 °C) favorise la désolvatation des ions, elle peut être optimisée en fonction de 

la nature du solvant et du débit d’introduction de l’échantillon. Un voltage, usuellement compris entre 0 

et ±132 V et de polarité identique à celle des ions analysés, est également appliqué au niveau de ce 

capillaire afin de repousser les ions vers le cône d’écrémage. 

 Voltage supplémentaire de la lentille tubulaire. Un voltage additionnel, compris entre 0 et ±40 V et de 

polarité identique à celle des ions analysés, peut être appliqué à la lentille tubulaire afin d’accélérer les 

ions dans le gaz vecteur (tube lens offset voltage). Les collisions ainsi provoquées favorise la 

désolvatation et augmente la sensibilité de détection. Si le voltage appliqué est trop élevé, on peut 

assister à une fragmentation des ions, appelée dissociation induite par collision ou  ion source collision 

induced dissociation  (CID). 

 

b. Le système optique de transmission 

 

Le système optique de transmission est constitué de deux octopôles séparés par une lentille. 

Ce système assure une transmission focalisée des ions vers l’analyseur (trappe ionique). Un champ 

électromagnétique guide et accélère les ions le long de l’axe de chaque octopôle. La lentille inter-

octopôle participe à la focalisation des ions mais joue également un rôle de cloison entre le premier 

octopôle et la zone de vide secondaire (2.10
-5

 Torr). Elle permet ainsi de stopper la transmission des 

grosses particules chargées, responsables de bruits de fond importants. 

 

--  Paramètres ajustables 

 

 Voltages des octopôles et de la lentille inter-octopôle. Les potentiels appliqués peuvent être 

optimisés de manière à contrôler le courant des ions arrivant à l’analyseur. Le voltage des octopôles 

varie de 0 à ±135 V, et celui de la lentille inter-octopôle de 0 à ±300 V.  La polarité des voltages 

appliqués sera l’inverse de celle des ions analysés.  

 

 

 

 



CHAPITRE III : DETECTION ET IDENTIFICATION DES PEPTAÏBOLS DANS L’ENVIRONNEMENT MARIN     47                                                                                                                                                           

 

c. La trappe ionique quadripolaire 

 

La trappe ionique quadripolaire est constituée d'un ensemble de trois électrodes ; une électrode 

annulaire centrale (ring electrode), une électrode d'entrée et une électrode de sortie (end cap 

electrodes). Leur surface interne hyperbolique forme une cavité dans laquelle est réalisé le piégeage 

des ions, l’analyse des masses, l’isolement spécifique d’un ion et sa fragmentation.  

L'électrode annulaire est utilisée pour générer un champ électrique quadripolaire qui permet de 

piéger les ions et de les retenir au centre de la trappe, en leur faisant décrire des trajectoires 

complexes, amorties par une faible pression d'hélium (1.10
-3

 Torr), introduit de façon continue dans la 

trappe. Ce flux d’hélium permet de freiner les ions et ainsi d'augmenter l'efficacité de piégeage, mais 

également d'améliorer la résolution via la stabilisation de la trajectoire des ions piégés. Pour analyser 

les ions présents, la tension et la fréquence des trois électrodes sont progressivement augmentées. 

L’amplitude d’oscillation des ions croît, en fonction de leur fréquence de résonance propre, dans la 

direction axiale orientée vers les orifices des électrodes d'entrée et sortie. Les ions sont alors éjectés 

dans l'ordre croissant de leur rapport m/z. La partie éjectée vers l'électrode de sortie est captée par le 

détecteur.  

La fragmentation d’un ion spécifique peut également être conduite au sein de cette trappe. 

Tous les ions sont alors éjectés par application, sur les électrodes d'entrée et de sortie, des 

fréquences de résonance de ces ions à l’exception de celle de l'ion d'intérêt. Ensuite, la fréquence de 

résonance de l’ion d’intérêt est appliquée. Il rentre alors en collision avec l'hélium, à une énergie 

suffisante pour induire des fragmentations. Les fragments, n'ayant pas la même fréquence de 

résonance que celle de l'ion parent, n'entrent pas en résonance et sont immédiatement focalisés au 

centre de la trappe. Les fragments sont ensuite éjectés de façon séquentielle vers le détecteur. 

 

--  Paramètres ajustables 

 

 Le temps de remplissage de la trappe (de quelques ms à quelques centaines de ms, voire 1 s) peut 

être ajusté de manière à contrôler le nombre d’ions piégés dans la trappe et d’éviter ainsi les effets de 

charges liés à des quantités trop importantes d’ions, ayant pour conséquence une diminution de la 

résolution et de la précision de mesure.  

 Mode d’analyse et vitesse de balayage des tensions. La résolution est augmentée lorsque la vitesse 

de balayage des tensions (la vitesse d'éjection des ions) diminue. En conséquence, différents modes 

d’analyses sont disponibles permettant différentes résolutions. 

 Conditions de fragmentation. La fenêtre d’isolement doit être ajustée de manière à sélectionner de 

façon optimale l’ion parent. Cette fenêtre ne doit pas être trop grande ; sinon la fragmentation des autres 

ions à proximité entraînera l’observation d’ions fragments supplémentaires compliquant l’interprétation 

des spectres. L’énergie de collision peut être optimisée de manière à obtenir un signal optimal pour un 

ion fragment d’intérêt particulier. 
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d. Le détecteur 

 

Le détecteur est constitué d’une dynode de conversion qui permet de détecter respectivement 

les ions positifs ou négatifs. Un multiplicateur d’électrons transforme le courant ionique en un courant 

électrique et l’amplifie, induisant un potentiel proportionnel à l’intensité du signal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans les pages suivantes, nous présenterons la mise en évidence de peptaïbols, par 

spectrométrie de masse, dans les échantillons de sédiments et de moules prélevés à différentes 

périodes sur le site du Fier d’Ars. 
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III.2.3. Article 1 
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III.3. Conclusions  

 

L’étude réalisée sur les sédiments et les moules originaires de la zone conchylicole du Fier 

d’Ars a permis de mettre en évidence la présence de divers peptaïbols dans des échantillons du 

milieu naturel, prélevés à différentes périodes.  

 

La détection de ces molécules dans les extraits purifiés de sédiments et de moules a été 

réalisée à l’aide de la SM-ES-TI. Leur identification s’est basée sur l’observation des adduits sodium 

bichargés [M+2Na]
2+

, dont le profil isotopique caractéristique permet la détermination de la masse 

moléculaire et la confirmation de la nature peptidique des composés. La fragmentation en mode SM
n
 

des ions observés a permis d’identifier, dans un deuxième temps, les fragments N- et C-terminaux et 

d’établir les séquences partielles d’acides aminés. La présence d’un Aib, acide aminé non codé et 

spécifique des peptaïbiotiques, permet une confirmation formelle de la nature des composés 

observés. 

 

Dans les sédiments prélevés en 1999-2000, différentes molécules ont été détectées 

principalement dans les échantillons d’avril, d’août 1999 et de janvier 2000. Leurs masses 

moléculaires sont comprises entre 1717 et 1979 Da, indiquant une appartenance au groupe des 

peptaïbols à longue séquence. Un enchaînement commun (QUVxUGLxU) à quatre de ces molécules 

a été observé (Vx = Val ou Iva, Lx = Leu ou Ile). Ce motif est retrouvé dans 35 peptaïbols à longue 

séquence précédemment décrits et appartenant aux familles peptidiques des trichorzines, des 

trichokonines, des trichosporines, des alaméthicines, des atroviridines, des polysporines et des 

longibrachines (Whitmore et al., 2003 ; Whitmore et Wallace, 2004). Ces molécules sont toutes 

biosynthétisées par les ascomycètes du genre Trichoderma. Plusieurs de ces peptaïbiotiques (les 

trichokonines et les trichosporines) ont déjà été mis en évidence à partir de cultures in vitro d’une 

souche de Trichoderma koningii isolée de coques (Landreau, 2001 ; Landreau et al., 2002). 

 

Dans les échantillons de sédiments prélevés en mars 2006, deux peptaïbols, présentant des 

masses moléculaires de 1936 et 1950 Da, ont été significativement observés. Ces composés sont 

similaires à ceux observés dans les échantillons de sédiments d’avril et d’août 1999. La comparaison 

de leurs caractéristiques structurales avec celles des séquences déjà référencées montre des 

similitudes avec certains composés des familles peptidiques des longibrachines, des trichokonines et 

des trichosporines.  

 



CHAPITRE III : DETECTION ET IDENTIFICATION DES PEPTAÏBOLS DANS L’ENVIRONNEMENT MARIN  63                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

 

Le prélèvement de ces sédiments frais a permis l’étude de la microfonge présente dans ces 

échantillons. Parmi les souches isolées, les moisissures du genre Penicillium sont largement 

représentées avec 53% des isolements, suivies des genres Aspergillus (10%) et Trichoderma  (8%). 

Les composés biosynthétisés par les trois souches isolées du genre Trichoderma ont été 

purifiés à partir de cultures fongiques in vitro et étudiés. Deux de ces souches, morphologiquement 

très proches, produisent des peptaïbols à longue séquence présentant de nombreuses similarités. La 

troisième souche présente un profil de production très différent. Les composés détectés in situ 

montrent des caractéristiques structurales identiques (masses moléculaires, profils de fragmentation) 

aux peptaïbols de masses moléculaires 1936 et 1950 Da, composés biosynthétisés de façon 

majoritaire par deux des souches de Trichoderma isolées. Le profil de production toxinique de ces 

souches dans le substrat sédimentaire semble donc similaire à celui observé sur le milieu synthétique  

utilisé pour la réalisation des cultures in vitro. Le milieu utilisé est un milieu Sabouraud (digestion 

enzymatique de caséine : 10 g.L
-1

, dextrose : 40 g.L
-1

, agar : 15 g.L
-1

), réalisé à base d’eau de mer.  Il 

constitue donc, dans un objectif de comparaison des composés produits in vitro et détectés in situ, un 

substrat de choix pour la réalisation des cultures des souches isolées du milieu marin  

 

Concernant les échantillons de moules prélevés en 1999 parallèlement aux sédiments, des 

peptaïbols à longue séquence ont été détectés dans les échantillons d’avril et d’octobre 1999. Aucun 

peptaïbol n’a été observé dans les autres prélèvements (mars, mai, août, septembre et novembre 

2003). Les molécules détectées ont montré des similitudes avec quatre des six peptides 

préalablement mis en évidence dans les échantillons de sédiments.  

 

Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent pour la première fois la 

présence de peptaïbols dans l’environnement marin. Ces métabolites apparaissent relativement 

stables dans la matrice sédimentaire congelée et peuvent supporter une longue période de 

conservation à -20°C. Ils peuvent donc être considérés comme des marqueurs stables du 

développement des moisissures saprotrophes productrices. Leur détection dans des 

échantillons du milieu naturel apporte ainsi une preuve du développement de ces moisissures 

dans les écosystèmes marins benthiques.  

Leur détection dans les échantillons de moules suggère une bioaccumulation 

vraisemblable des peptaïbols par les bivalves filtreurs en milieu naturel. Ces observations 

confirment des travaux précédents au cours desquels des peptaïbols avaient été ponctuellement 

décelés dans des moules issues d’élevage (Landreau, 2001). 

Leur présence dans les zones conchylicoles indique un risque toxique potentiel pour 

les organismes marins et constitue également un risque d’intoxication pour l’homme via la 

consommation des mollusques bivalves bioaccumulateurs. 
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Chapitre IV :  DEVELOPPEMENT DE METHODES D’ANALYSE QUANTITATIVE DES 

PEPTAÏBOLS DANS LES SEDIMENTS MARINS ET LES MOLLUSQUES BIVALVES 

 

IV.1. Contexte de l’étude 

 

Au regard des résultats acquis dans le chapitre précédent, mettant en évidence la présence des 

peptaïbols et de moisissures saprotrophes productrices dans une zone conchylicole du littoral 

atlantique, le développement de méthodes permettant d’évaluer précisément les niveaux de 

concentrations environnementales et d’étudier l’éventuelle corrélation entre ces concentrations et les 

paramètres toxicologiques des peptaïbols paraît indispensable afin d’estimer le risque toxique 

potentiel pour les organismes bivalves et pour les consommateurs de coquillages. La mise au point de 

procédures analytiques permettant cette quantification dans les sédiments et les mollusques bivalves 

a donc fait l’objet de la seconde partie de ce travail.  

Quelques études décrivant l’estimation semi-quantitative des différents peptaïbols isolés de 

cultures fongiques sont actuellement disponibles (Schirmbock et al., 1994 ; Landreau, 2001  ; Psurek 

et al., 2006). Cependant, aucune méthode relative à la quantification de ces métabolites dans les 

échantillons du milieu naturel n’a été développée. Dans l’environnement, les peptaïbols sont 

effectivement présents à l’état de traces ou d’ultra-traces, impliquant le développement de méthodes 

analytiques extrêmement sensibles et spécifiques. D’autre part, les matrices naturelles (sédiment ou 

organisme) constituent des matrices très complexes, nécessitant la mise au point avant analyse, de 

protocoles performants permettant une concentration et une purification maximales des molécules.  

Dans cette étude, le couplage chromatographie liquide haute performance  - spectrométrie de 

masse à ionisation par électronébulisation (CLHP/SM-ES-TI) a été choisi pour réaliser la quantification 

des peptaïbols à l’état de traces dans les matrices naturelles. Cette technique analytique, largement 

utilisée dans les domaines de l’analyse environnementale et alimentaire, présente l’avantage de 

coupler les capacités de séparation de la chromatographie liquide et la puissance d’identification de la 

spectrométrie de masse. Les propriétés spectrales des peptaïbols ne permettent pas d’utiliser les 

détecteurs conventionnels, ils ne fluorescent pas et très peu d’entre eux présentent une absorptivité 

molaire compatible avec le dosage de traces. La spectrométrie de masse, basée sur l’identification 

moléculaire des composés, permet une détection très sensible des analytes, même au sein de 

matrices complexes, comme nous l’avons précédemment montré lors de l’analyse qualitative des 

extraits de sédiments et de moules (Poirier et al., 2007b).  

Les protocoles d’extraction et de purification des échantillons ont été optimisés en fonction de 

la nature de chaque matrice naturelle étudiée, sédiments et moules. Dans l’étude décrite au 

paragraphe III.2.3 (article 1), ces étapes de préparation des échantillons suivaient les procédures 

préalablement mises au point pour l’extraction des peptaïbols à partir des filtrats fongiques et des
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 moules (Landreau, 2001). L’utilisation de ces procédures nous a permis de mettre en évidence 

différents peptaïbols dans les matrices environnementales. Cependant, ayant été développées à l’aide 

d’un biosuivi utilisant le test de toxicité aiguë sur larves de diptères, habituellement adopté pour la 

détection des neurotoxines, les rendements précis de récupération des analytes, obtenus à l’aide de 

ces procédures, n’étaient pas connus et l’optimalité d’extraction des peptaïbols à partir des matrices 

sédimentaires et des moules non vérifiée. Les étapes d’extraction et de purification ont donc été 

étudiées et optimisées à l’aide d’expériences de recouvrement des analytes. Les conditions 

chromatographiques ont été mises au point pour chaque matrice étudiée et les différents paramètres 

du spectromètre de masse ont été optimisés de manière à fournir une détection optimale des analytes 

dans ces matrices. 

 

Les différentes étapes nécessaires au développement et à la validation de ces méthodes 

analytiques seront détaillées dans les pages suivantes. 

Dans une première partie, l’optimisation des différentes conditions de détection des peptaïbols 

par SM-ES-TI, sera présentée.  

La seconde partie exposera la méthodologie mise au point pour la détermination quantitative 

des peptaïbols dans la matrice sédimentaire et ses applications (article 2).  

La troisième et dernière partie présentera la méthodologie développée pour l’estimation 

quantitative de ces métabolites dans la matrice « moule ». 

 

 

IV.2. Optimisation des conditions de détection des peptaïbols par SM-ES-TI 

 

Les conditions relatives à l’analyse des peptaïbols par SM-ES-TI ont été optimisées dans le but 

d’obtenir un maximum de sensibilité dans la détection de ces composés. Dans le cadre de l’étude 

précédente (article 1), les paramètres utilisés étaient ceux mis au point au laboratoire pour l’analyse 

qualitative des molécules à longue et courte séquence isolées de cultures fongiques (Mohamed-

Benkada, 2006). Avant de développer des méthodes d’analyse quantitative dans des matrices 

complexes, il était indispensable de vérifier si le niveau de sensibilité obtenu dans ces conditions était 

maximal.  

La sensibilité de la détection par SM-ES-TI dépend de nombreux facteurs propres à la nature 

de l’analyte, mais aussi liés aux caractéristiques physico-chimiques du solvant utilisé et au réglage du 

détecteur. L’optimisation des conditions de détection des peptaïbols a donc été conduite en plusieurs 

étapes : après avoir déterminé le composé de référence utilisé pour cette optimisation, le mode de 

détection des ions (positif ou négatif), le solvant de solubilisation des échantillons et les paramètres 

instrumentaux du SM (mode d’analyse, paramètres ajustables) ont été étudiés. 
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IV.2.1. Choix du composé « étalon » 

 

Trois types de peptaïbiotiques commercialisés sont actuellement disponibles pour la mise au 

point de la quantification : des peptaïbols à 20 résidus de la famille des alaméthicines (Meyer et 

Reusser, 1967) et des paracelsines (Brückner et Graf, 1983 ; Brückner et al., 1984 ; Brückner et 

Przybylski, 1984b), ainsi que des peptaïbiotiques à 16 résidus de la famille des efrapeptines (Gupta et 

al., 1991 ; Gupta et al., 1992).  

Au regard des résultats obtenus mettant en évidence la présence de peptaïbols à longue 

séquence dans les échantillons analysés, nous avons utilisé un mélange microhétérogène 

d’alaméthicines hautement purifié (≥90%), isolé d’une souche de T. viride (SIGMA, produit n°A 4665). 

Les peptaïbols à longue séquence constituent en effet le groupe le plus important et surtout le plus 

actif d’un point de vue biologique.  

Ce produit sera utilisé pour l’optimisation des conditions de détection, mais également comme 

étalon pour la réalisation des calibrations. Les différentes molécules le constituant seront 

caractérisées précisément dans la suite de ce manuscrit (cf. IV.3.2).  

La biosynthèse particulière des peptaïbols sous forme de mélanges microhétérogènes implique 

la présence de multiples molécules de cette famille au sein d’un même échantillon. N’ayant pas la 

possibilité d’obtenir un composé de référence pour chaque peptaïbol, ce produit d’alaméthicines sera 

utilisé comme étalon interne pour l’analyse des échantillons naturels impliquant la supposition a priori 

que les peptaïbols à longue séquence donnent tous le même signal dans des conditions 

expérimentales identiques. Les quantités de peptaïbols seront alors exprimées en gramme 

d’alaméthicine. L’utilisation de ce produit comme étalon restreint cependant la possibilité de 

quantification des molécules à courte séquence dont l’ionisation est très différente de celle des 

composés à longue séquence. Cela induira en conséquence une sous-estimation des concentrations 

totales en peptaïbols.  

 

IV.2.2. Choix du mode de détection des ions 

 

Compte tenu du nombre important de peptaïbols connus et de leur diversité de masses et de 

séquences (annexes 1 et 2), la première étape de détection et de quantification de ces molécules ne 

peut être envisagée qu’à partir de l’identification des ions pseudomoléculaires. En milieu acide, la 

fragmentation des molécules au niveau de la liaison Aib-Pro est fortement favorisée, aboutissant à 

l’observation d’ions fragments majoritaires. Le milieu neutre, conduisant à la formation préférentielle 

des ions pseudomoléculaires, sera donc préféré et utilisé dans la suite de cette étude.  
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En mode positif, les peptaïbols à longue séquence sont principalement détectés sous la forme 

d’adduits sodium bichargés [M+2Na]
2+ 

et monochargés [M+Na]
+
. L’analyse de solutions 

d’alaméthicines en mode négatif a été réalisée de manière à étudier les ions négatifs formés par ces 

molécules et d’évaluer si ce mode était plus favorable à leur détection. La Figure IV.1 montre que les 

ions pseudomoléculaires [M-H]
- 

et les adduits chlorure [M+Cl]
-
 sont préférentiellement observés. 

Cependant, en comparaison au courant ionique total obtenu en mode positif dans des conditions 

expérimentales identiques, l’intensité du signal est 100 fois plus faible.  

 

 

Figure IV.1 : Spectres (courant ionique total) du mélange d’alaméthicines observés en mode de détection 

(a) des ions négatifs, (b) des ions positifs.  

(solvant = méthanol, concentration = 500 ng.mL
-1
, débit = 3 µL.min

-1
) 
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En raison des caractéristiques structurales particulières de leurs extrémités N- et C-terminales, 

les sites ionisables des peptaïbols sont limités aux groupements carboxyles des résidus Gln et aux 

groupements amines des résidus tryptophanes lorsqu’ils sont présents. La formation d’ions 

déprotonés à partir des molécules en solution est donc peu favorable. Le mode de détection des ions 

positifs, ions préférentiellement formés par les peptaïbols, a donc été choisi pour la suite de cette 

étude. 

 

IV.2.3. Choix du solvant de solubilisation 

 

Le solvant de solubilisation joue un rôle important dans le processus d’ionisation des molécules 

par électronébulisation. Les propriétés du solvant influent, en effet, sur les caractéristiques du spray 

formé. Le potentiel minimum requis pour la formation du cône de Taylor est ainsi dépendant de la 

tension de surface du solvant utilisé, le courant du spray, de sa conductivité et la taille des gouttelettes 

formées, de sa viscosité (Cole, 1997 ; Cech et Enke, 2001).  

L’état de charge des ions formés en phase gazeuse est également fortement lié à la polarité du 

solvant utilisé. Ainsi, les solvants les plus polaires, qui permettent une meilleure stabilisation des 

espèces multi-chargées en solution, favorisent la formation d’ions présentant un nombre élevé de 

charge en phase gazeuse (Cole et Harrata, 1993 ; Cole, 1997). Ainsi, le signal et la sensibilité 

augmentent si les ions sont préformés en solution avant leur introduction dans la source, cela ne peut 

être le cas pour les peptaïbols neutres. 

Dans un objectif de quantification d’éléments traces dans l’environnement marin, il était 

nécessaire d’évaluer l’influence du solvant de solubilisation sur la charge des ions et sur la sensibilité 

de détection. Le choix de ce solvant était conditionné par différents facteurs : le caractère 

moyennement polaire des peptaïbols, les contraintes liées à la séparation chromatographique en 

amont, et au processus d’ionisation par électronébulisation.  

Tenant compte de ces différents paramètres, des solutions d’alaméthicines, solubilisées dans 

quatre solvants ou mélanges de solvants, acétonitrile/eau 75 :25 v/v, acétonitrile 100%, méthanol/eau 

75:25 v/v, méthanol 100%, ont été analysées. Les figures IV.2 et IV.3 illustrent l’influence du solvant 

utilisé sur l’intensité, la nature et la distribution de l’état de charge des ions formés. De façon générale, 

le mélange méthanol/eau 75 :25 (v/v) et, dans une moindre mesure, le méthanol 100%, favorisent 

nettement l’ionisation des molécules. Les intensités du signal obtenu avec ces solvants sont en 

moyenne 3 à 7 fois plus élevées qu’avec le mélange acétonitrile/eau 75:25 (v/v) et 50 à 100 fois plus 

élevées qu’avec l’acétonitrile 100%. En ce qui concerne la nature des ions formés, les adduits 

sodiques sont préférentiellement formés dans l’ensemble des cas. L’adduit protoné [M+H]
+ 

est 

observé en très faible abondance avec l’utilisation des mélanges acétonitrile/eau et méthanol/eau. 

Ces mélanges semblent de plus favoriser la formation des fragments b13, y7 et [y7+Na]
+
, formés par le 

clivage de la molécule au niveau de la liaison Aib-Pro. La distribution de l’état de charge des ions est 

influencée par la polarité du solvant, les ions sodiques trichargés étant formés avec les solvants les 
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 plus polaires. Leur abondance est supérieure à 20% avec l’utilisation du mélange méthanol/eau 

75 : 25 (v/v). 

 

 

Figure IV.2 : Influence du solvant de solubilisation sur la nature et la distribution de l’état de charge des 

ions formés en phase gazeuse par l’alaméthicine. 

(concentration = 200 ng.mL
-1
, débit = 3 µL.min

-1
) 

 

 

Suite à ces résultats, le méthanol ou le mélange méthanol/eau, favorisant nettement l’ionisation 

des peptaïbols, ont été choisi pour la poursuite de notre étude et la mise au point des conditions 

chromatographiques. Le signal des adduits sodiques bichargés, observés de façon prédominante et 

constante dans ces deux types de solvants, a été optimisé dans l’objectif de la mise au point de 

l’analyse quantitative. Ces ions présentent l’avantage d’être stables et d’évoluer dans une zone allant 

de 860 à 1030 m/z, située dans la gamme des rapports m/z détectée par l’appareil (150 à 2000 m/z).  

Les adduits sodiques monochargés, beaucoup moins abondants, évoluent au contraire dans la zone 

limite supérieure ou en dehors de cette gamme (1700 à 2030 m/z), impliquant la détection d’une seule 

partie des ions.  
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Figure IV.3 : Spectres (courant ionique total) obtenus après perfusion de solutions d’alaméthicines 

solubilisées avec : a) un mélange acétonitrile/eau 75 :25 v/v ; b) de l’acétonitrile 100%, c) un mélange 

méthanol/eau 75 :25 v/v, d) du méthanol 100%.  

(concentration = 200 ng.mL
-1
, débit = 3 µL.min

-1
) 
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IV.2.4. Choix du mode d’analyse 

 

Cinq modes d’analyse peuvent être utilisés pour la détection des ions : 

- le mode « Full scan » (courant ionique total) : permet la détection de tous les composés et 

analytes ionisés, présents dans l’échantillon (SM Full Scan). Il peut être également utilisé pour 

l’analyse des ions fils produits lors de la fragmentation d’un ion parent (SM
2
 Full Scan) et l’analyse des 

ions petit-fils produits lors de la fragmentation d’un ion fils (SM
n
 Full Scan), 

- le mode « SIM » (Selected Ion Monitoring) : permet l’analyse d’un ion d’intérêt après isolement 

dans la trappe, 

- le mode « SRM » (Selected Reaction Monitoring) : permet la détection d’un ou plusieurs ions 

fils après isolement et fragmentation SM
2
 d’un ion parent, 

- le mode « CRM » (Consecutive Reaction Monitoring) : permet la détection d’un ou plusieurs 

ions petit-fils après isolement et fragmentation successive SM
n
 d’un ion parent et de ces ions fils, 

- le mode « Zoomscan » : est un mode « haute résolution » pour lequel les vitesses de 

balayage des tensions au niveau de la trappe sont diminuées. Ce mode, exécuté sur une gamme 

restreinte de rapport m/z, permet de déterminer, avec précision, l’état de charge d’un ion et sa masse 

moléculaire. Ainsi, deux pics consécutifs de l’amas isotopique d’un ion n fois chargé sont distants de 

1/n u. 

Les modes SM
2
/SM

n
 Full Scan, SIM, SRM et CRM nécessitent de connaître au préalable la 

masse des ions recherchés. Cependant, plus de 230 molécules appartenant au groupe des peptaïbols 

à longue séquence ont été décrites jusqu’ici, présentant une diversité importante de structure et de 

masses moléculaires (Annexe 1). Dans un objectif de détermination de la quantité totale de peptaïbols 

à longue séquence présents dans des échantillons du milieu naturel, il n’était donc pas possible 

d’utiliser ces différents modes.  

 

Les modes SM Full Scan et Zoomscan permettent le balayage de gammes plus larges et ont 

donc été comparés. Le mode Zoomscan permet la détermination du profil isotopique des ions et donc 

une première discrimination basée sur l’état de charge de l’ion formé et de sa nature peptidique. Son 

utilisation génère de plus un gain de sensibilité par rapport au mode Full Scan, se traduisant par une 

augmentation du rapport signal / bruit (Figure IV.4). 
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Figure IV.4 : Comparaison des modes SM Full Scan (a, c) et  Zoomscan  (b, d) pour l’analyse  de 

l’alaméthicine F50/5 par CLHP/SM-ES-TI.  

a) et b) chromatogrammes, c) et d) spectres respectifs, correspondants au pic de tR = 8,61 ± 0,03 min 

(Conditions chromatographiques : colonne Kromasil C18, phase mobile = MeOH/H20 85 :15 v/v, débit = 0,2 mL.min
-1
) 
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En mode Zoomscan, la résolution diminue lorsque la gamme de masse scannée augmente. 

Les gammes de rapports m/z balayées sont donc généralement limitées à 10 u. Dans notre étude, le 

balayage en mode Zoomscan a été conduit sur des fenêtres de 20 à 30 u de manière à détecter le 

plus de composés possibles. Cette détection s’est focalisée sur des gammes allant de 870 à 890 m/z 

et de 985 à 1015 m/z, correspondant aux gammes de masse des adduits sodiques bichargés les plus 

fréquemment rencontrés (Figure IV.5). Le mode SM Full Scan a également été utilisé, en alternance, 

sur une gamme de 150 à 2000 m/z de manière à avoir une vue générale des ions présents dans 

l’échantillon. Dans un dernier temps, une analyse supplémentaire, conduite en mode SM
2
 Full Scan 

sur les adduits sodiques préalablement observés, a permis le séquençage partiel des molécules et 

leur identification. 

 

Figure IV.5 : Répartition du nombre de peptaïbols à longue séquence décrits en fonction des rapports m/z 

de l’adduit sodique bichargé [M+2Na]
2+

 formé par ces molécules. 

 

IV.2.5. Optimisation des paramètres instrumentaux 

 

La sensibilité de la détection des ions dépend finalement de l’optimisation des paramètres de la 

source d’ionisation, du système de transmission et de la trappe ionique. Les conditions favorisant la 

formation et la détection des adduits sodium bichargés ont été obtenues par une série d’analyses 

réalisée en perfusant dans le flux de la phase mobile (200 µL.min
-1

) en sortie de colonne, une solution 

méthanolique d’alaméthicines (concentration = 100 ng.mL
-1

) à l’aide d’une seringue (3 µL.min
-1

). Ce 

montage a permis d’ajuster les paramètres en tenant compte de la nature et du débit de la phase 

mobile. Après avoir déterminé le rapport m/z de l’ion d’intérêt, les réglages du voltage du spray, du 
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 débit des gaz vecteur et auxiliaire et de la température du capillaire chauffé sont réalisés de manière 

manuelle. Les voltages du capillaire, de la lentille tubulaire, des octopôles et de la lentille interoctopôle 

sont ajustés de façon automatique. Les conditions de fragmentation des molécules ont été 

déterminées par l’ajustement manuel de la fenêtre d’isolement de l’ion parent et par l’optimisation 

automatique de l’énergie de fragmentation.  

 

Ces optimisations ont été réalisées sur la base du rapport m/z de l’ion bichargé de 

l’alaméthicine F50/5 (m/z 1004,4) et reconduite au fur et mesure des différentes opérations de 

maintenance réalisées sur le spectromètre de masse. La Figure IV.6 montre la nature et la distribution 

de l’état de charge des ions formés après optimisation de ces paramètres. Quelle que soit la 

proportion d’eau ajouté au méthanol, l’adduit sodique bichargé représente l’ion majoritairement formé. 

Son signal est significativement augmenté après optimisation. Les conditions optimales de 

fragmentation SM
2
 (fenêtre d’isolement : 1u ; énergie de collision : 32%) ont été déterminées de 

manière à favoriser l’observation des ions fragments [a13+Na]
+
 et [y7+Na]

+
 correspondant 

respectivement aux extrémités N- et C-terminales de la molécule. 

 

 

Figure IV.6 : Optimisation du signal de l’adduit sodique bichargé [M+2Na]
2+

 en SM-ES-TI obtenu par 

perfusion de solutions d’alaméthicines solubilisées dans un mélange méthanol/eau 75 :25 v/v ou du 

méthanol. 

(concentration = 200 ng.mL
-1
, débit = 3 µL.min

-1
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IV.3. Développement d’une méthode de quantification des peptaïbols dans la 

matrice sédimentaire 

 

IV.3.1. Introduction  

 

Le développement de la méthode d’analyse quantitative des peptaïbols dans la matrice 

sédimentaire par CLHP/SM-ES-TI et ses applications ont fait l’objet d’une publication dans Journal of 

Chromatography A (article 2). Les protocoles d’extraction et de purification des peptaïbols à partir des 

sédiments ont été étudiés et optimisés à l’aide d’expériences de recouvrement de standard. 

Différentes méthodes de calibration ont été examinées pour la quantification des molécules dans cette 

matrice. 

La méthodologie développée a permis l’analyse quantitative : 

- des échantillons de sédiments prélevés en mars 2006 sur le site du Fier d’Ars, précédemment 

étudiés qualitativement dans le cadre de l’article 1.  

- des échantillons de sédiments prélevés de mai à septembre 2004, lors d’épisodes importants 

de mortalités, sur trois sites ateliers du programme Morest : Marennes Oléron, Baie des Veys 

et Auray.  

Le programme « Morest », débuté en 2001 et poursuivi sur une durée de quatre ans, visait à 

comprendre les causes et les mécanismes de la mortalité estivale de l’huître creuse Crassostrea 

gigas, observée sur le littoral français depuis plusieurs années. Ces épisodes de mortalités anormales 

se manifestent au printemps et en été, essentiellement sur les juvéniles. Ce programme, coordonné 

par Ifremer, a consisté en une approche multidisciplinaire, associant les équipes d’une quinzaine de 

laboratoires de huit organismes de recherche nationaux, les structures techniques conchylicoles 

régionales ainsi que les professionnels (éleveurs et écloseurs-nurseurs). Des sites-ateliers 

instrumentés ont permis les suivis en continu des paramètres du milieu et les performances de survie 

et de croissance du naissain.  

La baie des Veys est une baie largement ouverte sur le littoral, située sur les côtes de la 

Manche orientale (Normandie). Cette baie est connue pour ses capacités conchylicoles, ses 

gisements de coques et son avifaune hivernante et de passage (Figure IV.7).  

L’estuaire de la rivière d’Auray est situé sur la côte méridionale du Morbihan et est dominé dans 

sa partie aval par une importante activité ostréicole.  

Le bassin de Marennes Oléron est une baie macrotidale de 150 km
2
, située au milieu de la 

façade atlantique française et qui constitue le premier domaine ostréicole en Europe. L’île d’Oléron 

protège ce bassin de l’influence directe de l’océan Atlantique.  
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Au regard des propriétés toxicologiques des peptaïbols et de leur mise en évidence dans des 

zones conchylicoles, il était intéressant d’évaluer leur présence dans les sédiments prélevés dans ces 

différents sites. La recherche des micromycètes présents dans ces échantillons n’a cependant pas pu 

être effectuée, l’échantillonnage n’ayant pas été accompli dans les conditions de stérilité nécessaires 

à la réalisation de cet objectif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.7: Carte de localisation des trois sites ateliers du programme Morest : la baie des Veys, la 

rivière d’Auray et le bassin de Marennes Oléron. 
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IV.3.2. Article 2 
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Conclusions 

 

En ce qui concerne la méthodologie développée : 

Les conditions d’extraction et de purification des peptaïbols à partir de la matrice sédimentaire 

ont été significativement optimisées à l’aide d’expériences de recouvrement d’analytes. Au cours de 

ces expériences, la difficulté de désorption des peptaïbols à partir des particules sédimentaires  a été 

mise en évidence. Le sédiment est une matrice très hétérogène, constituée de matériaux détritiques 

inorganiques et organiques. Les particules inorganiques, principalement constituées d’argiles, de 

carbonates et de silicates, sont généralement enrobées d’hydroxydes de fer et de manganèse et de 

films organiques qui confèrent aux sédiments une grande capacité d’adsorption. 

Un rendement d’extraction des analytes supérieur à 85% a été obtenu à l’aide d’un 

mélange acétone/acide acétique 1% v/v, pour des concentrations initiales de 10 ng.g
-1

 de sédiments 

frais. Par rapport à la méthode utilisée au préalable (article 1), ce rendement permet de 

multiplier par dix le taux de récupération des traces de peptaïbols dans la matrice 

sédimentaire, justifiant ainsi l’effort d’optimisation réalisé au cours de cette étude. La purification des 

échantillons a été réalisée à l’aide d’une extraction sur une colonne de silice greffée diol. Le dépôt à 

sec des extraits en haut de colonne a permis de diminuer significativement la masse d’impuretés 

contenues dans les échantillons avant l’analyse par CLHP/SM-ES-TI.  

L’utilisation de la chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie 

de masse nous a permis de développer la première méthode de quantification des peptaïbols 

trouvés à l’état de traces dans les sédiments marins. La méthodologie développée est basée sur 

la détection du signal des adduits sodiques bichargés formés par les peptaïbols à longue séquence 

les plus fréquents. L’observation de ces adduits permet d’obtenir une première information sur la 

nature peptidique de la molécule observée. La confirmation de l’appartenance au groupe des 

peptaïbols est ensuite réalisée par fragmentation SM
2 

des ions observés. La comparaison des 

méthodes de calibration par étalonnage externe (solutions méthanoliques d’alaméthicines) et par la 

méthode des ajouts dosés (solutions d’alaméthicines au sein de diverses matrices sédimentaires) a 

mis en évidence un effet matrice élevé, variant en fonction de l’origine des sédiments analysés. Les 

effets matrice sont un phénomène fréquemment observé lors de l’analyse des matrices naturelles 

complexes et particulièrement dans le cas des méthodes utilisant le couplage CLHP/SM-ES-TI 

(Taylor, 2005). Ils sont liés à une altération de l’efficacité d’ionisation des molécules au niveau de la 

source résultant d’une compétition entre les analytes et des impuretés de la matrice coéluées. Ces 

effets matrice ne sont pas visibles sur le chromatogramme mais ont des effets négatifs importants sur 

la sensibilité et la précision de la méthode. La calibration par la méthode des ajouts dosés permet 

de corriger efficacement ces atténuations de signal en tenant compte de la variabilité des matrices 

sédimentaires.  

La validité de la méthodologie analytique a été vérifiée par l’obtention d’une justesse de 

2% et d’une fidélité de 1,9% pour une concentration théorique de 9,4 ng.g
-1

 (n=6). Les limites de 
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détection et de quantification des peptaïbols dans les sédiments marins ont été respectivement 

établies à 250 pg.g
-1

 et 830 pg.g
-1

 de sédiments frais. L’ensemble de la méthodologie développée 

permet d’obtenir un résultat satisfaisant de récupération des analytes à l’état de traces, 

équivalent à 86 ± 4 %, vérifié par l’analyse d’échantillons de sédiments supplémentés avec de 

l’alaméthicine à une concentration de 10 ng.g
-1 

(n=3).  

 

En ce qui concerne les applications : 

La mise au point de cette méthode analytique a permis la quantification des peptaïbols dans 

des échantillons de sédiments superficiels prélevés sur différents sites du littoral français, afin 

d’obtenir une première estimation de la contamination. Dans le cadre de ces analyses, la verrerie 

utilisée a été préalablement nettoyée à l’éthanol 96° puis à l’acétone de manière à écarter toute 

source de contamination extérieure. Les concentrations mesurées ont été vérifiées par l’analyse en 

réplicat de chaque échantillon et un blanc «verrerie » a été systématiquement effectué tous les sept 

échantillons. En raison de l’effet matrice mis en évidence lors du développement de la méthode, les 

molécules à longue séquence détectées ont été quantifiées à l’aide d’un étalonnage interne réalisé 

avec le produit d’alaméthicines F50, les coefficients de réponse des alaméthicines et de chacun des 

autres peptaïbols à longue séquence étant considérés comme identiques. Pour chaque échantillon, 

trois injections ont donc été réalisées : l’injection de l’échantillon solubilisé dans le méthanol, suivie de 

deux autres injections de l’échantillon supplémenté avec une solution méthanolique 

d’alaméthicines F50 à différentes concentrations. 

 

Dans les trois sites ateliers du programme Morest (Baie des Veys, Rivière d’Auray et Marennes 

Oléron), aucun peptaïbol n’a été mis en évidence dans les sédiments prélevés (concentration < 250 

pg.g
-1

), et ce quelle que soit la période de prélèvement des échantillons.  

Sur le site du Fier d’Ars en mars 2006, une concentration en peptaïbols de 5,2 ± 2,1 ng.g
-1 

a été obtenue dans les sédiments superficiels prélevés. La séparation chromatographique a 

permis de mettre en évidence la présence de quatre molécules, présentant des masses moléculaires 

respectives de 1936,4, 1937,4, 1950,4 et 1951,4 Da. La différence d’une seule unité de masse entre 

les composés révèle la présence d’un résidu Gln dans un cas et d’une Glu dans l’autre, définissant 

respectivement un caractère neutre ou acide. La fragmentation partielle des molécules et la 

comparaison avec les séquences déjà décrites des longibrachines et des trichokonines, peptaïbols à 

20 résidus, montrent que cette dissimilitude est susceptible d’être localisée en position 18. Les 

peptaïbols de type acide sont élués dans les sept premières minutes, alors que ceux présentant un 

caractère neutre sont élués de la 8
ème

 à la 11
ème

 minute. Lors de l’étude qualitative des échantillons 

réalisée sans séparation chromatographique préalable, les profils isotopiques des adduits sodium 

bichargés apparaissaient confondus rendant impossible la distinction de ces deux types. 

Les concentrations en peptaïbols dans les sédiments prélevés à 5 cm de profondeur sur le site 

du Fier d’Ars ont également été estimées, ne montrant aucune différence significative avec les 
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concentrations mesurées en surface (3,4 ± 1,3 ng.g
-1

, n=2). La nature des peptaïbols mis en évidence 

est de plus similaire à celle des molécules observées dans les sédiments de surface. En comparaison 

à la première étude où la présence de Trichoderma sp. avait été démontrée dans les sédiments de 

surface, aucune souche appartenant à ce genre ou à un autre genre connu pour la production de 

peptaïbol n’a été mis en évidence à la profondeur de 5 cm. Ce résultat fait ressortir la variabilité 

d’échantillonnage inhérente au développement des organismes dans un environnement vaste tel 

qu’une zone de vasière. Les molécules détectées dans ces échantillons pourraient donc résulter d’une 

diffusion des molécules produites plus en surface. 
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IV.4. Développement d’une méthode de quantification des peptaïbols dans les 

organismes bivalves 

 

Afin de pouvoir déterminer les concentrations en peptaïbols bioaccumulées par les coquillages, 

la méthode de dosage par couplage CLHP/SM-ES-TI mise au point sur la matrice sédimentaire a été 

adaptée aux organismes bivalves. Suite aux résultats antérieurs mettant en évidence la présence de 

peptaïbols dans les moules prélevées au niveau du Fier d’Ars, l’espèce Mytilus edulis a été choisie 

comme matériel biologique pour cette étude.  

La mise au point de la méthodologie a nécessité trois étapes majeures. La première a consisté 

à la mise au point du protocole d’extraction des peptaïbols à partir de cette matrice de nature bien 

différente de celle des sédiments. Pour ce faire, la méthodologie développée par Landreau (2001) et 

utilisée dans le cadre des analyses qualitatives précédentes a été optimisée et comparée à la 

méthode mise au point sur la matrice sédimentaire. La purification des échantillons sur silice greffée 

diol a ensuite été étudiée par comparaison des modes de dépôts. La dernière étape a consisté en la 

détermination des conditions chromatographiques permettant d’obtenir une séparation optimale des 

analytes et des impuretés de la matrice.  

 

 

IV.4.1. Matériels et méthodes 

 

IV.4.1.1. Optimisation de l’extraction et de la purification des peptaïbols dans la matrice 

« moule » 

 

Pour cette étude, des moules collectées sur le site de la rivière d’Auray (47°38’N 2°58’O) en 

août 2004 ont été utilisées. Les individus ont été conservés à -20°C avant analyse. Après avoir été 

égouttés et écoquillés, les tissus mous ont été rassemblés et broyés à l’aide d’un Ultra Turrax IKA T18 

Basic. Un volume connu d’eau distillée permettant le rinçage du broyeur fut ajouté à l’homogénat au 

cours du broyage.  

De façon à déterminer les rendements de récupération des peptaïbols en fonction des 

conditions d’extraction et de purification, des lots de dix grammes d’homogénat ont été transférés 

dans des pots à col rodé et dopés à l’aide d’une solution méthanolique d’alaméthicines F50 (Sigma, 

N°A4665) de façon à obtenir une concentration finale de 10 ng.g
-1

. La verrerie utilisée est 

préalablement nettoyée à l’éthanol 96° puis à l’acétone de manière à écarter toute source de 

contamination extérieure. 
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Deux modes d’extraction faisant intervenir des mélanges de solvants différents ont été testés 

(Figure IV.8). Le mode A est basé sur la méthodologie décrite par Landreau (2001). Il emploie un 

mélange méthanol/eau (90 : 10, v/v) dont le pourcentage tient compte du volume d’eau ajouté lors du 

broyage. Le mode B fait intervenir un mélange acétone/acide acétique (99 : 1, v/v), mélange à fort 

pouvoir désorbant démontré lors de l’extraction des peptaïbols à partir de la matrice sédimentaire.  

Dans chaque cas, l’extraction est réalisée, sous agitation, avec 45 mL de solvant et répétée 

trois fois. La séparation de la phase organique et de la biomasse a été réalisée par centrifugation, ce 

qui permet l’amélioration du rendement d’extraction par rapport à une filtration sur cellulose entraînant 

une perte non négligeable d’analytes. Un partage liquide/liquide avec l’hexane est ensuite réalisé sur 

la phase MeOH/H20 obtenue afin d’éliminer les substances les moins polaires. Puis, un ajustement à 

30% d’eau est effectué avant le partage liquide/liquide avec le dichlorométhane, partage permettant 

de récupérer les molécules d’intérêt. 

 

Les extraits chlorométhyléniques obtenus ont ensuite été purifiés par extraction sur silice 

greffée diol (Supelco, Bellefonte, PA, USA). La colonne est préparée avec 2 g de phase stationnaire. 

Trois modes de dépôt de l’échantillon ont été étudiés. 

- Mode 1 : l’extrait est remis en suspension et déposé en haut de colonne avec 3 mL de 

dichlorométhane. 

- Mode 2 : l’extrait est remis en suspension et déposé en haut de colonne avec 3 mL d’un 

mélange dichlorométhane/éthanol 98 : 2 (v/v). 

- Mode 3 : l’extrait est remis en suspension avec 10 mL d’un mélange dichlorométhane/éthanol 

50 : 50 (v/v) et mélangé avec un quart de la phase stationnaire. Le tout est évaporé à sec et 

déposé en haut de colonne. 

L’élution a été réalisée avec une succession de mélanges dichlorométhane/éthanol à 

pourcentage d’éthanol croissant : 98 : 2 (30 mL), 90 : 10 et 50 : 50 (60 mL) (v/v). Les fractions 

obtenues (respectivement A, B et C) ont été évaporées à sec et conservées à -20°C avant l’analyse 

par CLHP/SM-ES-TI. 
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Figure IV.8 : Développement du protocole d’extraction des peptaïbols à partir de la matrice « moule ». 

 

 

 

HOMOGÉNAT 

Tissus mous broyés et supplémentés de 100 ng

d’alaméthicines F50 (Sigma, N°A4665)

Mode A

CENTRIFUGATION

(700xg,  5 min)

3 x 45 mL MeOH/H2O (90:10, v/v)

(agitation,  15 min)

EXTRACTION

Mode B

PARTAGE LIQUIDE/LIQUIDE vs HEXANE                     
(3 x 60 mL)

Phase 

hexane

Phase 

MeOH/H2O

AJUSTEMENT MeOH/H2O 

à 70:30, v/v

PARTAGE LIQUIDE/LIQUIDE vs CH2Cl2
(3 x 60 mL)

EXTRAIT  

CH2Cl2
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MeOH/H2O

CENTRIFUGATION

(700xg,  5 min)

3 x 45 mL Acétone/CH3COOH (99:1, v/v)
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ÉVAPORATION A SEC
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Phase surnageante 

MeOH/H2O

Phase surnageante 

Acétone/CH3COOH

HOMOGÉNAT 

Tissus mous broyés et supplémentés de 100 ng

d’alaméthicines F50 (Sigma, N°A4665)

Mode A

CENTRIFUGATION

(700xg,  5 min)

3 x 45 mL MeOH/H2O (90:10, v/v)

(agitation,  15 min)

EXTRACTION

Mode B

PARTAGE LIQUIDE/LIQUIDE vs HEXANE                     
(3 x 60 mL)

Phase 

hexane

Phase 

MeOH/H2O

AJUSTEMENT MeOH/H2O 

à 70:30, v/v

PARTAGE LIQUIDE/LIQUIDE vs CH2Cl2
(3 x 60 mL)

EXTRAIT  

CH2Cl2

Phase 

MeOH/H2O

CENTRIFUGATION

(700xg,  5 min)

3 x 45 mL Acétone/CH3COOH (99:1, v/v)

(agitation,  15 min)

ÉVAPORATION A SEC

REPRISE DE L’EXTRAIT                  

100 mL MeOH/H20 (90:10, v/v)
Phase surnageante 

MeOH/H2O

Phase surnageante 

Acétone/CH3COOH
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IV.4.1.2. Adaptation de la méthode de dosage par CLHP/SM-ES-TI aux extraits de moules  

 

La séparation chromatographique des fractions purifiées a été réalisée sur une colonne de 

silice greffée C18 (Kromasil 5 µm, 2 x 250 mm) équipée d’une pré-colonne. Les premiers tests, 

réalisés en mode isocratique selon les conditions de séparation mises au point pour les extraits 

sédimentaires (cf. paragraphe IV.3.2), ont montré une quantité importante de composés parasites 

faiblement polaires dans la matrice, composés contractant des interactions fortes avec la phase 

stationnaire et entraînant un colmatage progressif de la pré-colonne et de la colonne. De plus, 

différentes impuretés, coéluées avec les alaméthicines et observées sous forme d’ions monochargés 

dans les mêmes gammes de rapport m/z, diminuaient considérablement la sensibilité de la méthode.  

Les conditions chromatographiques (débit et nature de la phase mobile, durée d’analyse) ont, 

par conséquent, été modifiées et optimisées à l’aide d’un extrait purifié de moules (fraction B) 

supplémenté de 100 ng d’alaméthicines avant analyse. La Figure IV.9 résume les différents 

paramètres du programme d’élution mis au point, permettant une sensibilité et une efficacité de 

séparation optimale. La température du four a été fixée à 40°C. Le volume d’injection est de 5 µL. La 

programmation met en jeu une combinaison de modes isocratiques et de gradient permettant l’élution 

des composés d’intérêt dans les 25 premières minutes et celles des impuretés faiblement polaires de 

la 30
ème

 à la 50
ème

 minute. La durée d’analyse est établie à 60 min. 
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Figure IV.9 : Conditions chromatographiques (nature et débit de la phase mobile) mises au point pour 

l’analyse des peptaïbols dans les extraits purifiés de moules : a) paramètres d’élution, b) représentation 

du gradient d’élution en fonction du temps. 

 

 

Les analytes présents dans les extraits purifiés de moules ont été détectés selon la méthode 

d’acquisition développée sur la matrice sédimentaire (Poirier et al., 2007a) (Tableau IV.1). La 

détection est basée sur le signal des adduits sodiques bichargés formés par les peptaïbols à longue 

séquence les plus fréquents. Un deuxième passage de l’échantillon peut être réalisé en mode SM
2
 

Full Scan de manière à fragmenter spécifiquement les ions observés (fenêtre d’isolement : 1 u, 

énergie de collision : 32 %). 

Les méthodes de quantification par étalonnage externe et par ajouts dosés ont été comparées 

à l’aide du produit commercial d’alaméthicines F50. Six niveaux de concentration variant de 0 à 

500 ng.mL
-1

 ont permis d’établir la courbe d’étalonnage. Les effets matrice ont été étudiés par la 

réalisation de gammes en ajouts dosés préparées en supplémentant juste avant l’analyse 

chromatographique, des extraits purifiés de moules, avec une solution méthanolique 
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d’alaméthicines F50 à différentes concentrations (60, 75, 100, 150 ng.mL
-1

). Chaque niveau de 

calibration a été analysé six fois.  

La validité de l’ensemble de la méthodologie, de la préparation de l’échantillon à l’analyse 

quantitative, a été vérifiée par l’analyse d’échantillons de moules supplémentés avec de l’alaméthicine 

à une concentration de 10 ng.g
-1 

(n=3).  

 

Tableau IV.1: Paramètres du spectromètre de masse optimisés pour la quantification des peptaïbols à 

longue séquence dans la matrice de moules. 

Ionisation Mode positif 

Acquisition 

Alternance du mode Full Scan sur une gamme de 150 à 2000 m/z 

permettant l’analyse de tous les ions présents dans la fraction et du mode 

Zoomscan sur des gammes allant de 870 à 890 m/z et de 985 à 1015 m/z 

Gaz vecteur (UA) 89 

Gaz auxiliaire (UA) 37 

Voltage du spray (kV) 4,5 

Température du capillaire (°C) 250,00 

Voltage du capillaire chauffé (V) 45 

Voltage Lentille Tubulaire (V) 30 

Voltage Octopôle 1 (V) -3,25 

Voltage Lentille interoctopôle (V) -28 

Voltage Octopôle 2 (V) -6 

 

 

IV.4.2. Résultats et Discussion 

 

IV.4.2.1. Choix des conditions d’extraction et de purification 

 

Aucune différence significative (P>0,05) n’a été observée entre les rendements de récupération 

des alaméthicines F50 obtenus avec les différents mélanges utilisés pour l’extraction, les mélanges 

MeOH/H20 (90 : 10, v/v) et acétone/acide acétique (99 : 1, v/v), présentant tout les deux un rendement 

moyen d’extraction très satisfaisant (respectivement, 82 ± 19% et 81 ± 16%, n=3). L’utilisation du 

mélange MeOH/H20 (90 : 10, v/v) permet un nombre d’étapes de manipulation plus limité ainsi qu’une 

consommation de solvants plus faible. Ce mélange a donc été choisi pour la suite de cette étude. 
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Par rapport au protocole antérieur (Landreau, 2001) utilisant un mortier, l’étape de broyage 

faisant intervenir un homogénéisateur mécanique permet d’améliorer considérablement le broyage 

des tissus. L’étape de centrifugation permet également de diminuer les pertes d’analytes liées à une 

filtration sur cellulose. 

 

Les résultats relatifs à l’optimisation de la purification des extraits sont présentés dans la Figure 

IV.10. Pour chaque mode de dépôt testé, les peptaïbols ont été élués en totalité dans la fraction B 

(fraction à 10% d’éthanol). Ce résultat corrobore celui établi par Landreau (2001), pour qui un 

maximum d’activité sur larves de diptère était obtenu dans la fraction à 10% d’éthanol. 

Aucune différence significative (P>0,05) concernant le rendement de récupération de 

l’alaméthicine n’a été observée entre les différents modes de dépôt. Le mode 1 présente cependant 

un coefficient de variation élevé (42%), traduisant une mauvaise dissolution de l’extrait dans le 

dichlorométhane. Les modes 2 et 3 présentent un rendement de récupération satisfaisant ainsi qu’un 

faible pourcentage d’impuretés coéluées. Le mode 2 (dépôt avec un mélange de 

dichlorométhane/éthanol 98 : 2, v/v), plus simple et plus rapide en terme de manipulation, sera préféré 

au mode 3.  

 

Figure IV.10: Influence du mode de dépôt de l’extrait lors de la purification sur : a) la récupération du 

standard ; b) le pourcentage d’impuretés coéluées
a
.  

Mode 1 : dépôt de l’extrait avec du dichlorométhane (n=3) 

Mode 2 : dépôt de l’extrait avec un mélange dichlorométhane/éthanol (98 : 2, v/v)(n=3) 

Mode 3 : dépôt à sec (a : n=1, b : n=2) 

a 
Le pourcentage d’impuretés coéluées correspond au rapport de la masse de matrice éluée dans la fraction sur la masse totale 

d’extrait déposé en haut de colonne. 
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IV.4.2.2. Quantification des peptaïbols dans la matrice « moule »  

 

La quantification des peptaïbols par étalonnage externe et par la méthode des ajouts dosés a 

été étudiée à l’aide du standard d’alaméthicines F50. La calibration est basée sur la somme des aires 

des deux principaux composants constitutifs du standard, les alaméthicines F50/5 et F50/7, détectés 

sous la forme d’adduits sodiques bichargés. Dans nos conditions expérimentales, ces molécules sont 

respectivement éluées à 16,5 ± 0,2 min et 18,3 ± 0,3 min (n=40) (Figure IV.11). 

 

Figure IV.11 : Quantification des peptaïbols dans la matrice “moule” par CLHP/SM-ES-TI, 

chromatogrammes et spectres de masse du standard d’alaméthicines F50 (500 ng.mL
-1

). 

a) zoomscan sur la gamme de 985 à 1015 m/z, b) détection de l’ion 1004,4, formé par l’alaméthicine F50/5, c) détection de l’ion 

1011,4, formé par l’alaméthicine F50/7, d) spectre correspondant au pic de tR = 16,52 min, e) spectre correspondant au pic de 

tR = 18,17 min.  
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Les droites d’étalonnage obtenues par étalonnage externe et par la méthode des ajouts dosés 

sont linéaires dans la gamme de concentrations étudiée (0 à 150 µg.L
-1

). La comparaison de ces 

courbes montre que l’effet matrice est nul. L’étalonnage externe pourrait donc permettre une 

quantification exacte des molécules dans la matrice « moule ». Cependant les résultats ayant été 

obtenus avec des moules originaires du même site et prélevées à la même période, il conviendra de 

vérifier si des variations sont observées en fonction des sites et des saisons. Dans ce sens, nous  

considérerons les deux méthodes de calibration pour le calcul des paramètres de quantification.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.12: Courbes de calibrations obtenues par étalonnage externe et par la méthode des ajouts 

dosés dans la matrice « moule ».  

 

Les limites de détection et de quantification ont été établies selon la méthode décrite par Vial et 

Jardy (1999). La limite de quantification (LQ) est déterminée par le niveau de concentration pour 

lequel un coefficient de variation de 10% est obtenu après l’injection répétée (n=6) de chaque niveau 

de calibration. La limite de détection (LD) est définie comme suit : LD = LQ/3,3. Cette méthode permet 

de s’affranchir de la subjectivité liée à la mesure du bruit de fond, responsable de variations 

importantes dans la détermination des LD et LQ entre deux opérateurs.  

Les LD et LQ des alaméthicines F50, obtenues par étalonnage externe, sont respectivement de 

16 µg.L
-1 

et 53 µg.L 
-1

. Ces valeurs sont environ trente fois plus élevées que celles obtenues lors de la 

mise au point de l’analyse quantitative dans les sédiments. Notons que différentes opérations de 

maintenance ont été réalisées sur l’appareil entre ces deux périodes de mise au point, opérations 

pouvant être à l’origine de la diminution de sensibilité observée. La détermination des LD et LQ des 
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alaméthicines en solution méthanolique, dans les conditions chromatographiques mises au point pour 

la matrice sédimentaire, permettra une comparaison avec les valeurs précédemment obtenues 

(article 2) et l’évaluation de la validité de cette hypothèse.  

Pour la méthode par ajouts dosés, une LD de 24 µg.L
-1

 et une LQ de 80 µg.L
-1

 ont été 

calculées. Un faible effet matrice sur la sensibilité de détection est donc mis en évidence en 

comparaison aux solutions méthanoliques, justifiant l’intérêt d’un étalonnage interne pour la 

quantification des peptaïbols dans la matrice « moule » par CLHP/SM-ES-TI. La validité de la 

méthodologie analytique a été vérifiée par l’obtention d’une justesse de 2% et d’une fidélité de 4,5% 

pour une concentration théorique de 16,1 ng.g
-1

 (n=6) (Tableau IV.2). Les limites de détection et de 

quantification des peptaïbols dans cette matrice biologique ont été respectivement établies à 

2,4 ng.g
-1

 et 8 ng.g
-1

 de tissus mous.  

 

Concentration théorique en 

alaméthicines 

(ng.g
-1

 de tissus mous)

Concentration calculée 

(ng.g
-1 

de tissus mous)

 ± Ecart-type (n=6)

Coefficient de 

variation (%)

Taux de recouvrement 

moyen %

6,4 6,4 ± 0,9 14,2 -0,2

8,1 7,6 ± 0,7 9,6 -5,1

10,7 11,4 ± 1,1 9,2 5,9

16,1 15,9 ± 0,7 4,5 -1,3  

Tableau IV.2 : Méthode de calibration par ajouts dosés (matrice « moule ») : justesse et fidélité. 

 

L’ensemble de la méthodologie développée (extraction Mode A, purification Mode 2, cf. 

IV.4.1.1 ; quantification par CLHP/SM-ES-TI, calibration par ajouts dosés) permet d’obtenir un résultat 

satisfaisant de récupération des analytes à l’état de traces, équivalent à 82 ± 19 %, vérifié par 

l’analyse d’échantillons de moules supplémentés avec de l’alaméthicine à une concentration de 

10 ng.g
-1 

(n=3).  

 

IV.4.3. Conclusions 

 

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis de mettre au point un protocole 

optimisé d’extraction et de purification des peptaïbols dans la matrice « moule ». Compte tenu de la 

composition de cette matrice (principalement eau, protéines et lipides), la méthodologie d’extraction et 

de purification des peptaïbols nécessite un nombre d’étapes plus important, en comparaison à celle 

développée pour la matrice sédimentaire. L’augmentation de ces étapes est source d’erreurs 

supplémentaires, diminuant ainsi la précision de répétabilité. L’automatisation des étapes d’extraction 

liquide/liquide et d’extraction en phase solide pourra donc être envisagée de manière à palier ce 

phénomène. 
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La méthode de quantification développée par CLHP/SM-ES-TI permet des limites de détection 

et de quantification compatibles avec la recherche de traces de peptaïbols dans les mollusques 

bivalves. Elle permettra, dans un futur proche, la détermination quantitative des molécules 

bioaccumulées par les moules collectées sur le site du Fier d’Ars. Le temps d’analyse de soixante 

minutes pourra cependant être diminué dans l’objectif d’un dosage en routine par l’amélioration de la 

purification des analytes.  
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Chapitre V 

Évaluation de l’embryotoxicité des peptaïbols et 

des sédiments contaminés pour l’huître creuse 

Crassostrea gigas 
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Chapitre V :  ÉVALUATION DE L’EMBRYOTOXICITE DES PEPTAÏBOLS ET DES 

SEDIMENTS CONTAMINES POUR L’HUITRE CREUSE CRASSOSTREA GIGAS 

 

V.1. Introduction - contexte 

 

La présence de peptaïbols dans le compartiment sédimentaire des zones conchylicoles 

représente un risque toxique potentiel pour les organismes marins. Adsorbés sur les particules 

sédimentaires ou solubilisés dans l’eau interstitielle, les peptaïbols peuvent en effet être accumulés 

par les organismes benthiques. Les organismes pélagiques pourraient également être exposés à ces 

métabolites via leur relargage dans la colonne d’eau, ou par voie trophique via la consommation 

d’organismes benthiques. Le passage de nombreux contaminants organiques ou inorganiques du 

compartiment sédimentaire vers la colonne d’eau est ainsi observé au cours de la remobilisation des 

sédiments qui s’opère lors des phénomènes naturels  (marée, tempêtes, bioturbation) ou maîtrisés 

(dragage) (Chapman et Long, 1983 ; Förstner, 1990 ; Fichet et al., 1998).  

La bioaccumulation de ces métabolites par des mollusques bivalves filtreurs (Mytilus edulis) a 

été précédemment montrée lors d’expériences d’exposition réalisées au laboratoire (Sallenave-

Namont et al., 1999 ; Landreau, 2001). Les individus ont été exposés pendant 7 jours à un filtrat 

stérile de culture de T. koningii isolé du milieu marin. L’estimation semi-quantitative des composés 

accumulés a permis de mettre en évidence une accumulation majeure au niveau des hépatopancréas 

indiquant une contamination par voie digestive. L’exposition n’a pas entraînée la mort des individus 

sur la période étudiée. Cependant une production de mucus, complexant les composés toxiques, a 

été constatée pour les individus exposés. Ce phénomène, fréquemment remarqué lors d’expériences 

d’exposition à d’autres toxines ou contaminants chimiques (Shumway et Cucci, 1987 ; Sze et Lee, 

1995 ; Ballance et al., 2002), témoigne d’un mécanisme de défense mis en place par l’individu en 

réponse à l’exposition. Ces expériences ont donc permis de démontrer que la bioaccumulation des 

peptaïbols par les moules était responsable d’effets biologiques chez les individus exposés, attestant 

d’un stress toxique. Néanmoins, les concentrations d’exposition n’étant pas connues, la signification 

écotoxicologique de ces expériences est relativement limitée. 

Au cours de notre étude, nous avons développé une méthode analytique permettant d’extraire 

les peptaïbols adsorbés sur les particules sédimentaires et de les quantifier. Cependant, les 

concentrations seules ne permettent pas d’estimer la qualité biologique des sédiments contaminés par 

ces mycotoxines. La réalisation de bioessais a permis de compléter ces données par des critères 

biologiques témoignant des effets néfastes sur les organismes. De nombreux bioessais impliquant 

différents organismes tels que des amphipodes, des nématodes, des échinodermes et des bivalves 

ont été proposé pour évaluer l’impact potentiel des substances présentes dans l’environnement marin 

(Carr et al., 1989  ; His et al., 1999a ; His et al., 1999b  ; Böttger et McClintock, 2001). Les œufs, les 

embryons et les larves des bivalves marins, en particulier de Crassostrea gigas (huîtres) et de 
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Mytilus sp. (moules), représentent les organismes les plus fréquemment utilisés dans les tests de 

toxicité aiguë réalisés afin d’estimer la toxicité de micropolluants tels que les métaux lourds (Connor, 

1972 ; Beiras et His, 1994), les pesticides (Armstrong et Millemann, 1974), les polluants organiques 

(Geffard et al., 2003 ; Geffard et al., 2004), et d’évaluer la qualité biologique des eaux et sédiments 

des zones côtières sujettes aux apports anthropogéniques (Chapman et Morgan, 1983 ; Beiras et His, 

1995). Les embryons et les larves sont moins tolérants aux polluants que les adultes et représentent 

donc les stades critiques pour la survie d’une espèce. Ainsi, ils constituent des organismes de choix 

pour les tests de toxicité (Connor, 1972 ; Martin et al., 1981). De plus, compte tenu de la large 

répartition de l’huître et de la moule dans les zones côtières et de leur intérêt économique majeur, ces 

bivalves représentent des espèces de choix pour la réalisation de bioessais. Ainsi, dès 1972, Woelke 

propose l’utilisation de l’huître japonaise, C. gigas, pour l’évaluation de la qualité de l’eau de mer 

(Woelke, 1972) cité par (Quiniou et al., 2005). Depuis, de nombreuses études ont été réalisées et les 

tests embryo-larvaires de bivalves marins sont parfaitement standardisés (American Society for 

Testing and Material, 1989). Différentes simplifications du protocole ont été proposées (utilisation de 

récipients de faible volume en matériel jetable, lecture directe sur microscope inversé) (His et al., 

1997), permettant d’envisager une conduite de tests in situ (Geffard et al., 2001). Les toxicités 

potentielles de substances et de mélanges présents dans des échantillons d’eau de mer, d’effluents 

aqueux et de sédiments peuvent être ainsi déterminées.   

 

En raison des mortalités estivales de juvéniles suivies dans le cadre du programme Morest, 

nous avons choisi d’effectuer différents bioessais utilisant le développement embryo-larvaire de 

l’huître creuse C. gigas afin d’estimer la toxicité potentielle des peptaïbols et d’évaluer la qualité 

biologique des sédiments contaminés. De plus, bien que beaucoup d’études aient été consacrées aux 

activités biologiques des peptaïbols, aucune donnée sur le potentiel embryotoxique de ces molécules 

n’est disponible ; seulement quelques travaux décrivent leur toxicité larvaire évaluée sur des 

organismes terrestres ou marins (cf. paragraphe II.4.2.5.b).  

Le bioessai sur le développement embryo-larvaire de C. gigas est un test d’écotoxicité 

aquatique aiguë reconnu comme l’un des plus sensibles parmi tous les bioessais classiquement 

rencontrés (His et al., 1999a). Présentant également l’avantage de fournir des réponses rapides, ce 

test est réalisable durant la plus grande partie de l’année, en utilisant des géniteurs matures prélevés 

dans le milieu naturel pendant leurs périodes de reproduction ou provenant d’écloseries où ils ont été 

conditionnés (Quiniou et al., 2005). La procédure utilisée dans cette étude a suivi celle mise en place 

par His et al. (1997) et par Quiniou et al. (2005). Elle consiste à exposer des œufs fécondés à 

différentes concentrations d’une substance donnée. La fécondation est effectuée avant l’exposition, à 

l’aide de gamètes mâles et femelles récemment émis (ponte naturelle) et dont la qualité a été 

préalablement vérifiée par observation microscopique (ovocytes réguliers et légèrement piriformes, 

spermatozoïdes très mobiles). Si l’induction de la ponte naturelle par stimulation thermique faillit, la 

scarification des gonades des géniteurs peut être envisagée. Les œufs sont ensuite inoculés dans les 

différents milieux à tester, et mis à incuber à 24°C pendant 24h ce qui permet aux embryons 
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d’atteindre le stade de larve véligère, dite larve D. Durant les sept premières heures, le 

développement embryonnaire se déroule au fond des récipients expérimentaux, jusqu’au stade 

blastula, où les embryons deviennent ciliés et gagnent la colonne d’eau (His et al., 1999a). Le premier 

stade larvaire, la trochophore, est atteint 12 h après la fécondation. Le stade larvaire suivant est la 

larve véligère, obtenue 24 h après la fécondation ; elle possède une coquille et un vélum, organe cilié 

en forme de voile qui lui permet de nager et de capter des particules alimentaires. 

La toxicité potentielle des substances testées est définie à partir des perturbations rencontrées 

au niveau de l’embryogenèse, permettant de déterminer la concentration efficace (CEx) induisant des 

anomalies de développement chez un pourcentage donné d’individus (x) au terme de l’incubation. La 

gamme de concentration doit être réalisée de manière à observer des effets répartis entre 0 et 100% 

de développement anormal. Les critères d’effets mesurés sur les larves normales sont une altération 

de la coquille (charnière non rectiligne, valves inégales ou incomplètes), une hypertrophie du 

manteau, le blocage à un stade embryonnaire et la mort (Figure V.1) (Quiniou et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure V.1 : Différentes anomalies du développement embryo-larvaire chez l’huître creuse Crassostrea 

gigas. a : larve D normale, b : anomalies du manteau (hypertrophie), c : anomalies de la charnière et de la coquille, d : 

anomalies du développement (blocage au stade embryonnaire). 

 

Dans notre étude, différents bioessais ont été menés de manière à évaluer les effets 

embryotoxiques induits par les peptaïbols et les sédiments contaminés du Fier d’Ars. Les toxicités 

potentielles des peptaïbols à longue séquence et à courte séquence produits par une souche de T. 

longibrachiatum ont été respectivement évaluées. Cette souche, conservée dans la Mycothèque 

Marine du SMAB sous la référence MMS 151, a été isolée à partir de moules prélevées en parcs 

a b

c d

a b

c d
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aquacoles à Tharon (Loire-Atlantique, France) en mars 1996 (Sallenave, 1999). Son identification a 

été réalisée à l’aide d’outils moléculaires (Mohamed-Benkada et al., 2006). Elle a été choisie en raison 

de son importante capacité de production de peptaïbols et de la diversité des molécules produites 

(Mohamed-Benkada, 2006) (Ruiz, 2007). La faible solubilité des peptaïbols dans les milieux aqueux, 

liés au caractère moyennement polaire de ces composés, a cependant posé de nombreux obstacles à 

la réalisation de ces bioessais. Des expériences préliminaires ont été réalisées, exposant les larves à 

un filtrat stérile de culture liquide de T. longibrachiatum. Deux types de milieux de culture ont été 

utilisés pour la culture du champignon : un milieu A dérivé du milieu Kolhmeyer et mis au point par 

Landreau (2001) pour une production optimale de peptaïbols (eau de mer naturelle, salinité 30‰, 

filtrée 0,2 µm ; glucose 10 g.L
-1

 ; MgSO4 2,4 g.L
-1

 ; NH4NO3 2,4 g.L
-1

 ; pH ajusté à 6,3 ± 0,2), et un 

milieu B plus riche favorisant une croissance rapide du champignon (eau de mer naturelle, salinité 

30‰, filtrée 0,2 µm ; glucose 20 g.L
-1

 ; peptone 10 g.L
-1

 ; levure 5 g.L
-1

 ; pH ajusté à 7 ± 0,1). Après 21 

jours (milieu A) ou 14 jours de culture (milieu B) à 27°C, une filtration stérilisante des cultures est 

réalisée. Cette méthode permet d’obtenir les peptaïbols et autres molécules excrétées par le 

champignon au cours de sa croissance en solution dans un milieu à base d’eau de mer. La 

solubilisation homogène des peptaïbols dans le milieu d’incubation contenant les larves est ainsi 

facilitée. Cependant, ce mode de contamination a du être abandonné en raison de l’embryotoxicité 

très élevée des filtrats témoins (non ensemencés) observée lors de l’exposition des larves aux deux 

types de milieux testés.  

L’utilisation d’un solvant organique permettant la solubilisation des molécules dans les milieux 

d’incubation a donc été nécessaire. L’éthanol représente le meilleur solvant de solubilisation des 

peptaïbols, présentant une limite de solubilité supérieure à 100 mg.mL
-1

 (Sigma, 2004). Compte tenu 

de sa miscibilité avec l’eau et de sa faible toxicité, ce solvant a été choisi pour résoudre le problème 

de dissolution des composés dans l’eau de mer. Aucune perturbation du développement larvaire n’a 

été observée pour des concentrations inférieures à 0,1% d’éthanol (v/v). Différents groupes de 

peptaïbols ont alors été testés : un mélange de peptaïbols à longue séquence et un mélange de 

peptaïbols à courte séquence, tous deux isolés de cultures de T. longibrachiatum réalisées sur un 

milieu Sabouraud (eau de mer naturelle, salinité 30‰, filtrée 0,2 µm ; glucose 40 g.L
-1

 ; extrait 

enzymatique de caséine 10 g.L
-1

 ; NH4NO3 15 g.L
-1

 ; pH ajusté à 6,3 ± 0,2). En parallèle, un mélange 

d’alaméthicines F50 (produit N°A4665, Sigma Aldrich) a également été testé.  

L’évaluation de la qualité biologique d’un sédiment à l’aide de ce bioessai peut être 

déterminée en utilisant différents traitements sédimentaires (sédiment contact, eau interstitielle, 

extraits aqueux ou organiques) (Geffard, 2001). Des extraits aqueux et organiques des sédiments du 

Fier d’Ars ont été réalisés et testés. L’extrait aqueux, également appelé élutriat, permet d’évaluer la 

toxicité des substances susceptibles d’être relarguées dans la colonne d’eau lors de la remise en 

suspension des sédiments (Melzian, 1990). Les sédiments sont mélangés et agités avec de l’eau de 

mer non contaminée, puis la phase aqueuse surnageante est testée. L’extrait organique correspond à 

un extrait acétonique purifié des sédiments, réalisé dans le cadre de la quantification de ces 

métabolites dans la matrice sédimentaire. Cette méthode permettra d’évaluer l’embryotoxicité 

potentielle des molécules fixées sur les particules sédimentaires. 
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L’ensemble des résultats acquis sur l’embryotoxicité des différents groupes de peptaïbols 

testés et sur les extraits aqueux et organiques des sédiments du Fier d’Ars a fait l’objet d’une 

publication présentée dans les pages suivantes. 
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V.2. Article 3  
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V.3. Conclusions 

 

Les bioessais réalisés montrent une perturbation du développement embryo-larvaire de C. 

gigas suite à l’exposition des larves aux différents groupes de peptaïbols. Ces perturbations, 

observées pour des concentrations de l’ordre du nanomolaire, mettent en évidence la sensibilité 

élevée des embryons et des larves de C. gigas vis-à-vis des molécules testées. L’estimation des CE50 

montre une différence d’embryotoxicité entre les différents groupes. Ainsi, les alaméthicines et le 

mélange microhétérogène de peptaïbols à 20 résidus isolé d’une souche de T. longibrachiatum 

d’origine marine présentent des CE50 respectives de 31 ± 3 nM et 10 ± 3 nM. Les composés à 11 

résidus présentent une embryotoxicité relativement plus faible avec une CE50 de 64 ± 8 nM. Cette 

différence d’embryotoxicité entre les molécules pourrait s’expliquer par les différences de longueur 

des chaînes peptidiques. De nombreux auteurs ont en effet montré que les propriétés d’interaction 

membranaire des peptaïbols étaient positivement liée à la longueur et à l’hydrophobicité globale des 

molécules, une activité généralement plus faible est ainsi observée pour les composés à courte 

séquence (Kropacheva et Raap, 2002 ; Grigoriev et al., 2003 ; Ruiz et al., 2007). 

L’augmentation des concentrations en peptaïbols dans le milieu est significativement corrélée 

à un accroissement de l’observation des anomalies de manteau. L’hypertrophie du manteau associée 

à un bord de coquille irrégulier pourrait donc être considéré comme le résultat d’une interférence 

particulière des peptaïbols avec les embryons d’huîtres.  

En raison de la solubilité limitée des peptaïbols dans les milieux aqueux, une diminution de la 

quantité des composés solubilisés dans le milieu d’incubation a été observée au cours du temps. Ce 

phénomène semble être fortement corrélé à la concentration initiale de départ, suggérant ainsi une 

adsorption des molécules sur un nombre limité de sites présents sur les récipients en polypropylène 

utilisés dans cette étude. Dans ces conditions et compte tenu du fait que les effets embryotoxiques 

des peptaïbols sont observés dès les plus faibles concentrations testées, nous pouvons supposer que 

les premiers stades du développement embryonnaire sont les stades les plus sensibles à l’action de 

ces composés.   

À la lumière de ces résultats, la présence de peptaïbols dans le milieu marin peut donc 

représenter un risque toxique réel pour la dynamique de populations des bivalves et ce, à des 

concentrations réalistes sur un plan environnemental.  

 

Concernant les bioessais réalisés sur les sédiments du Fier d’Ars, une forte embryotoxicité a 

été observée pour les extraits sédimentaires aqueux et organiques. L’extrait aqueux est susceptible 

de contenir les contaminants dissous et ceux associés aux particules inorganiques et organiques 

remobilisées. L’extrait organique contient les peptaïbols à longue séquence extraits du sédiment. Le 

profil de toxicité obtenu avec ces deux types de traitements est très similaire. Compte tenu de la 

concentration en peptaïbols mesurée dans l’extrait organique, une CE50 de 0,16 ± 0,01 nM a pu être 

déterminée. Au regard de ces résultats et de la CE50 calculée précédemment pour les composés à 



116                                            CHAPITRE V : ÉVALUATION DE L’EMBRYOTOXICITE DES PEPTAÏBOLS SUR L’HUITRE C. GIGAS                     

 

longue séquence (10 ± 3 nM), les effets toxiques observés ne peuvent pas être expliqués uniquement 

sur la base des concentrations en peptaïbols mesurées dans ces sédiments.  

 

L’embryotoxicité élevée des sédiments du Fier d’Ars, observée dans cette étude, est 

comparable à celle obtenue pour les échantillons de sédiments prélevés en 1999 (Amiard-Triquet et 

al., 2003). De ce fait et étant donné qu’aucun des contaminants biotiques ou abiotiques, recherchés 

dans le cadre de ces études, permette d’expliquer cette forte toxicité, des potentialisations impliquant 

les contaminants chimiques et les composés toxiques d’origine biotique tels que les peptaïbols 

pourraient donc être envisagées. D’autre part, les données toxicologiques obtenues pour les 

peptaïbols purs, faiblement solubles dans les milieux aqueux, peuvent ne pas représenter la réelle 

toxicité de ces molécules. Une biodisponibilité accrue pourrait être obtenue lorsqu’elles sont 

solubilisées avec des matières organiques en suspension. 
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Chapitre VI : CONCLUSIONS GENERALES - PERSPECTIVES 

 

Nos travaux s’inscrivent dans la continuité de différentes études visant à déterminer les 

risques toxiques liés à la présence de moisissures toxinogènes en milieu marin et en particulier au 

niveau des zones conchylicoles, zones représentant un intérêt économique majeur.  

La présence de moisissures dans cet environnement a été montrée lors de l’étude de la 

microfonge isolée de prélèvements du milieu naturel. Cependant, la recherche et la mise en évidence 

des métabolites, liés au développement fongique en milieu marin, n’avaient jamais été 

significativement explorées dans ces échantillons (sédiments, organismes marins).  

 

Dans cette étude, plusieurs objectifs ont été réalisés : 

--  Mise en évidence pour la première fois de peptaïbols dans l’environnement marin 

 

Les peptaïbols sont des métabolites secondaires toxiques principalement synthétisés par les 

ascomycètes du genre Trichoderma. Ces champignons ont été particulièrement remarqués, au cours 

des études précédentes, pour leur importance dans les différents prélèvements de sédiments ou 

d’organismes marins et également pour la toxicité élevée de leurs métabolites révélée notamment par 

un test de neurotoxicité sur larves de diptères.  

Au cours de notre étude, la présence de peptaïbols a été démontrée pour la première fois et 

de manière significative dans des sédiments et des moules prélevés dans une zone conchylicole du 

Fier d’Ars ; leur recherche ayant été initiée dans les sédiments de ce site en raison d’une 

embryotoxicité élevée et inexpliquée des élutriats sédimentaires pour Mytilus edulis. Cette mise en 

évidence dans des échantillons naturels apporte la preuve du développement des moisissures 

saprotrophes productrices de peptaïbols dans les écosystèmes marins. La zone conchylicole étudiée 

forme une baie fermée peu influencée par le mouvement des marées et riche en matière organique. 

Cet environnement protégé semble constituer un milieu propice à la croissance de ces moisissures 

saprotrophes, comme l’ont déjà mis en évidence les nombreuses études réalisées sur les populations 

fongiques des zones littorales. L’implication potentielle de certaines souches de Trichoderma sp. dans 

cette biosynthèse a notamment été démontrée par l’étude des capacités toxinogènes des 

micromycètes isolés des sédiments.  

Les peptaïbols détectés dans les moules, issues de gisements naturels localisés sur la baie, 

confirment la bioaccumulation de ces métabolites par les bivalves filtreurs en milieu naturel. Cette 

bioaccumulation pourrait résulter d’une filtration des composés solubilisés dans la colonne d’eau et/ou 

de ceux associés aux spores fongiques. Des souches de Trichoderma sp. ont en effet été 

fréquemment isolées à partir de ces organismes filtreurs (Sallenave-Namont et al., 2000). 
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En raison de la diversité des activités biologiques des peptaïbols et de leur potentiel toxique, 

leur présence ainsi que celle des moisissures productrices dans une zone conchylicole représentent 

un risque toxique pour les organismes marins et constituent également un risque d’intoxication pour 

l’homme via la consommation de ces coquillages bioaccumulateurs.  

 

--  Développement de méthodologies analytiques permettant la quantification des 

peptaïbols dans les matrices naturelles 

 

La détermination des concentrations en peptaïbols dans les différentes matrices naturelles 

représente un objectif majeur afin de pouvoir appréhender les risques sanitaires potentiels liés à la 

présence de ces métabolites dans les sédiments et les mollusques bivalves. Or, aucune méthode 

n’était à ce jour disponible pour ce type d’analyse. 

Dans ce sens, les protocoles d’extraction et de purification des métabolites dans les 

sédiments et les tissus biologiques des moules ont été spécifiquement optimisés, permettant dans 

chaque cas un rendement de récupération des analytes supérieur à 85%. Les méthodes analytiques 

développées sont basées sur une séparation chromatographique par CLHP couplée à une détection 

des adduits sodiques bichargés formés par les peptaïbols à longue séquence par spectrométrie de 

masse. Le couplage CLHP/SM-ES-TI est apparu comme la technique de choix pour ce 

développement. L’efficacité de séparation de la CLHP, en amont de la spectrométrie de masse a 

permis, en effet, une amélioration de la sensibilité et de la spécificité de détection des molécules. Un 

produit d’origine commercial d’alaméthicines F50 a été utilisé comme étalon permettant de quantifier 

les peptaïbols à longue séquence, groupe le plus actif d’un point de vue biologique. La calibration 

réalisée par la méthode des ajouts dosés a permis de prendre en compte les atténuations de signal 

liées aux phénomènes de matrice. La validité des méthodes développées a été vérifiée par des 

critères de justesse et de répétabilité. Des limites de détection équivalentes à 250 pg.g
-1

 et à 2,4 ng.g
-1

 

ont été respectivement obtenues dans la matrice sédimentaire et dans les tissus biologiques.  

 

Les méthodes ainsi développées autorisent une analyse quantitative sensible et spécifique sur 

un temps relativement court. Elles sont compatibles avec un objectif de dosage en routine des traces 

de peptaïbols à longue séquence, présentes dans les matrices environnementales. Afin d’estimer plus 

précisément la contamination des zones conchylicoles, elles ont été appliquées à des échantillons de 

sédiments prélevés sur différents sites de la côte Atlantique française. 

Des concentrations comprises entre 3,4 et 5,2 ng.g
-1

 de sédiment frais ont été mesurées dans 

des prélèvements de 2006 sur le site du Fier d’Ars. Les molécules observées correspondent à 

certaines détectées dans les échantillons prélevés sept années auparavant mais non quantifiées, 

indiquant une implantation marquée des souches productrices dans cette zone.  
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Dans les sédiments prélevés lors de l’été 2004 sur les sites ateliers du programme Morest 

(Baie des Veys, Marennes Oléron, rivière d’Auray), aucun composé n’a été détecté. Différentes 

hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces résultats. Compte tenu de la large répartition 

des Trichoderma sp. dans l’environnement marin, l’absence totale de souches productrices de 

peptaïbols dans des zones fermées à semi-fermées telles que le bassin de Marennes Oléron et 

l’estuaire de la rivière d’Auray semble peu probable. La recherche de micromycètes producteurs devra 

donc être mise en œuvre dans ces zones. Des quantités présentes, inférieures à la limite de 

détection, peuvent cependant être envisagées, soulignant ainsi l’intérêt de rechercher et de 

développer une méthode analytique encore plus sensible. D’autre part, il est fortement envisageable 

que la méthode d’échantillonnage du sédiment (prélèvement d’une surface localisée) ait une 

implication particulière dans les résultats obtenus. En effet, la distribution et le développement des 

microorganismes dans un substrat est souvent très hétérogène. L’isolement des moisissures réalisé à 

partir d’échantillons d’un même sédiment montre parfois de grandes disparités dans les 

dénombrements et la nature des espèces isolées. La saison à laquelle sont réalisés les prélèvements 

peut également influer sur le développement de ces micromycètes. 

Pour obtenir une évaluation significative des concentrations en peptaïbols dans une zone de 

vasière, il sera donc important d’envisager une stratégie d’échantillonnage par transect ou quadrillage, 

et d’évaluer l’influence saisonnière par des prélèvements échelonnés sur un cycle annuel. D’autre 

part, des prélèvements permettant la recherche des souches fongiques présentes devront être 

systématiquement réalisés en parallèle.  

La mise au point de la méthodologie analytique permettant la quantification des peptaïbols 

dans les tissus biologiques permettra d’analyser les différents échantillons de moules prélevés dans le 

cadre du programme Morest et sur le site du Fier d’Ars. Les concentrations dans les organismes 

représentent un meilleur indicateur de la qualité du milieu que les concentrations sédimentaires, qui 

ne permettent pas d’estimer la biodisponibilité des molécules pour les organismes et pour lesquelles 

des fluctuations plus importantes sont généralement observées. 

 

--  Évaluation du risque toxique et de la qualité biologique des sédiments du Fier d’Ars 

 

Suite aux concentrations mesurées dans les sédiments du Fier d’Ars, des tests biologiques 

ont permis de démontrer l’embryotoxicité élevée des peptaïbols pour le développement embryo-

larvaire de l’huître creuse C. gigas. Une supériorité d’activité des molécules à longue séquence a été 

obtenue, en comparaison à celle observée pour les molécules à courte séquence. Cependant, pour 

chacun des groupes testés, les perturbations de l’embryogenèse ont été observées pour des 

concentrations comprises entre 10 et 64 nM (équivalent à des concentrations massiques comprises 

entre 20 et 74 ng.mL
-1

). Ces observations démontrent que la présence de ces métabolites fongiques 

dans l’environnement marin représente un risque pour la dynamique des populations de bivalves et 

particulièrement pour le recrutement des juvéniles, et ce à des concentrations réalistes sur le plan 
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environnemental. Des études devront cependant être réalisées de manière à caractériser les 

mécanismes précis de remobilisation de ces composés, faiblement solubles dans l’eau, lors de la 

remise en suspension des sédiments. Il sera également nécessaire d’évaluer précisément leur 

stabilité au sein des sédiments et leur biodisponibilité pour les organismes benthiques. Ces résultats 

démontrent, enfin, l’intérêt d’étendre la méthode de quantification des peptaïbols au groupe des 

courtes séquences, biosynthétisés généralement de façon commune aux longues séquences, de 

façon à obtenir une estimation plus juste des concentrations environnementales. En l’absence de 

composés commercialisés, l’étalonnage pourra être développé à l’aide d’un composé isolé à partir de 

cultures in vitro et purifié après différentes étapes de CLHP.  

La réalisation de ces tests biologiques a également permis de confirmer l’embryotoxicité 

élevée des sédiments du Fier d’Ars, précédemment observée (Amiard-Triquet et al., 2003). 

Cependant, les concentrations en peptaïbols, comprises entre 3,4 et 5,2 ng.g
-1

 dans ces sédiments, 

ne peuvent expliquer seules cette toxicité. L’hypothèse d’une synergie entre les contaminants 

chimiques et les biomolécules synthétisées par les microorganismes marins, telles que les peptaïbols 

ou les phycotoxines, pourrait donc être envisagée. Une étude préalable, réalisée au laboratoire, a 

ainsi montré une potentialisation de la neurotoxicité des peptaïbols par l’acide domoïque, phycotoxine 

neurotoxique, par un facteur d’environ trois (Reculeau, 2003). Il est donc important d’effectuer des 

recherches supplémentaires dans ce sens afin d’évaluer précisément ces mécanismes de synergies, 

sur lesquels très peu de données sont actuellement disponibles. 

 

L’ensemble des résultats acquis au cours de ce travail souligne l’importance des recherches 

effectuées jusque là sur les métabolites fongiques toxiques en milieu marin. Au regard de la présence 

de peptaïbols dans les sédiments marins et de leur bioaccumulation dans les bivalves filtreurs par voie 

digestive, la responsabilité de ces métabolites dans les phénomènes de toxicités inexpliquées 

enregistrés par le REPHY pourrait être sérieusement envisagée. Ces épisodes de toxicité sont révélés 

par un bioessai sur souris, utilisé comme méthode de référence pour l’évaluation des toxines 

lipophiles susceptibles d'être présentes dans un extrait de glandes digestives de coquillages (le plus 

souvent moules et huîtres). Ce test présente les meilleures performances pour la mise en évidence 

d’une toxicité globale au regard de l’ensemble des familles de toxines lipophiles (acide okadaïque et 

dérivés, pecténotoxines, yessotoxines, azaspiracides, spirolides, gymnodimines) (Amzil, 2006). 

Cependant, ce test « souris » n’est pas spécifique et conduit à l’observation de nombreux «  faux 

positifs », pour lesquels des symptômes neurologiques atypiques sont parfois observés. Ces « faux 

positifs » correspondent à une situation où l’extrait donne un résultat positif dans le bioessai sur souris 

et pour lequel, par analyse chimique, la teneur en toxines réglementées est inférieure au seuil 

réglementaire. D’autres facteurs toxiques peuvent donc être responsables de cette positivité. Deux 

origines sont possibles : soit une toxicité atypique que l’on ne connaît pas, soit des synergies d’actions 

entre les différentes toxines présentes. Au regard de la lipophilie des peptaïbols et de leur 

neurotoxicité élevée notamment mis en évidence sur souris (Grigoriev et al., 2003 ; Ovchinnikova et 
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al., 2007 ; Ruiz, 2007 ), l’implication de ces métabolites fongiques toxiques dans l’occurrence de ces 

faux positifs est donc envisageable.  

Dans un cadre de vigilance vis-à-vis de la santé du consommateur de coquillages, il nous 

semble donc primordial de tenir compte de ces molécules lors de la réalisation des tests souris et 

d’évaluer leurs concentrations dans les extraits de glandes digestives de coquillages à l’aide de la 

méthodologie développée dans ce travail. Des études supplémentaires devront être spécifiquement 

conduites afin de déterminer la synergie d’action entre ces composés et les phycotoxines liposolubles.  

 

Un large éventail d’études s’ouvre à la recherche suite à la mise en évidence de peptaïbols 

dans l’environnement marin et à la mise au point de leur quantification dans les matrices 

environnementales.  

L’exposition des organismes aux peptaïbols pourra être estimée par la détermination précise 

des concentrations dans les zones conchylicoles susceptibles d’être favorable au développement 

d’une microfonge saprotrophe. Un inventaire des sites contaminés, associé à l’étude des variations 

spatiales et saisonnières pourra ainsi être réalisé. Pour ce faire, les prélèvements de sédiments 

devront être réalisés selon une méthode d’échantillonnage adaptée. L’étude pourra être étendue aux 

pieux en bois utilisés pour les activités conchylicoles, représentant également un substrat favorable à 

l’implantation de souches lignicoles, telles que celles du genre Trichoderma. Cette recherche devra 

s’accompagner de l’étude des moisissures saprotrophes présentes. Cela permettra d’apporter, d’autre 

part, des éléments nouveaux dans nos connaissances sur les facteurs écologiques contrôlant la 

physiologie de développement de ces moisissures dans l’écosystème marin. Des méthodes 

permettant de quantifier simultanément les molécules à longue et à courte séquence devront être 

développées de façon à être plus proche des concentrations environnementales. 

La bioaccumulation de ces composés par les organismes marins pourra être caractérisée par 

l’évaluation des concentrations en peptaïbols dans les organismes des zones benthiques et 

pélagiques et notamment dans les mollusques bivalves, échantillonnés sur différents sites et à 

différentes saisons. L’étude des facteurs régissant la biodisponibilité des peptaïbols au sein des 

sédiments et leur passage du compartiment sédimentaire à la phase particulaire dissoute permettront 

de mieux estimer le transfert de ces molécules aux organismes. De la même manière, des études 

expérimentales pourront être réalisées de façon à déterminer précisément les phénomènes de 

bioaccumulation et d’élimination de ces molécules par les organismes suspensivores. Dans ce sens, 

des expériences sont actuellement en cours de réalisation sur des moules de filières. Les résultats 

préliminaires obtenus montrent un organotropisme marqué avec des concentrations six fois plus 

élevées dans les hépatopancréas que dans les tissus mous, confirmant la bioaccumulation de ces 

composés par voie digestive. D’autre part, à l’image de la bioamplification de nombreux composés 

lipophiles dans la chaîne alimentaire, le risque pour le consommateur humain pourra être évalué à 

travers des études de transfert trophique du coquillage aux mammifères. 
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Dans un dernier temps, les effets néfastes provoqués par les peptaïbols sur les embryons et 

les larves d’huîtres ont été démontrés dans le cadre de cette étude. Ils pourront cependant être 

évalués pour d’autres espèces marines et également pour des organismes au stade adulte, pouvant 

présenter parfois une sensibilité plus importante que les stades larvaires.  
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Annexe 1 : Peptaïbols à longue séquence : Origine, séquence, masse moléculaire calculée (M) et valeur théorique du rapport m/z du bichargé sodium.  
Ac = acétyl, Aol = Alaninol, Fol =  Phénylalaninol, Iol = Isoleucinol, Jol = Isovalinol, Lol = Leucinol, Lx = Leucine/Isoleucine, Lxol = Leucinol/Isoleucinol, Sol = Sérinol,  
Uol = Acide α-aminoisobutanol, Vol = Valinol, Vx = Valine/Isovaline, Vxol = Valinol/Isovalinol, Wol = Tryptophanol. 
(en date du 1

er
  mai 2007)  

 
 
 

 Position 
Nom Isolé de 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

M 
 (Da) 

[M+2Na]
2+

 
m/z 

Source bibliographique 

Hypomurocin_B_I Hypocrea muroiana Ac U S A L U Q U V U G U U P L U U Q Vol   1718,5 882,2 (Becker et al., 1997) 

Hypomurocin_B_II Hypocrea muroiana Ac U S A L U Q U V U G U U P L U U Q Lol   1732,5 889,2 (Becker et al., 1997) 

Hypomurocin_B_IIIa Hypocrea muroiana Ac U A A L U Q U V U G U U P L U U Q Vol   1702,5 874,3 (Becker et al., 1997) 

Hypomurocin_B_IIIb Hypocrea muroiana Ac U S A L U Q J V U G U U P L U U Q Vol   1732,6 889,3 (Becker et al., 1997) 

Hypomurocin_B_IV Hypocrea muroiana Ac U S A L U Q U V U G J U P L U U Q Vol   1732,6 889,3 (Becker et al., 1997) 

Hypomurocin_B_V Hypocrea muroiana Ac U S A L U Q U V U G J U P L U U Q Lol   1746,6 896,3 (Becker et al., 1997) 

Neoatroviridin_A Trichoderma atroviride Ac U G A L U Q U L U G J U P L U U Q Lxol   1730,6 888,3 (Oh et al., 2005) 

Neoatroviridin_B Trichoderma atroviride Ac U G A L J Q U L U G J U P L U U Q Lxol   1744,6 895,3 (Oh et al., 2005) 

Neoatroviridin_C Trichoderma atroviride Ac U G A L U Q J L U G J U P L U U Q Lxol   1744,6 895,3 (Oh et al., 2005) 

Neoatroviridin_D Trichoderma atroviride Ac U G A L J Q J L U G J U P L U U Q Lxol   1758,7 902,4 (Oh et al., 2005) 

Saturnisporin_SA_IV Trichoderma saturnisporum Ac U A U A U Q U L U G U U P V J Q Q Fol   1779,5 912,8 (Rebuffat et al., 1993) 

Trichokindin_Ia Trichoderma harzianum Ac U S A U U Q J L U A U U P L U U Q Iol   1746,5 896,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_Ib Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q U L U A U U P L U U Q Iol   1746,5 896,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_IIa Trichoderma harzianum Ac U S A U U Q U L U A J U P L U U Q Iol   1746,5 896,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_IIb Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q J L U A U U P L U U Q Lol   1760,6 903,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_IIIa Trichoderma harzianum Ac U S A U U Q J L U A J U P L U U Q Lol   1760,6 903,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_IIIb Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q U L U A J U P L U U Q Lol   1760,6 903,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_IV Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q J L U A U U P L U U Q Iol   1760,6 903,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_Va Trichoderma harzianum Ac U S A U U Q J L U A J U P L U U Q Iol   1760,6 903,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_Vb Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q U L U A J U P L U U Q Iol   1760,6 903,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_VI Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q J L U A J U P L U U Q Lol   1774,6 910,3 (Iida et al., 1994) 

Trichokindin_VII Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q J L U A J U P L U U Q Iol   1774,6 910,3 (Iida et al., 1994) 

Trichorzin TVB_I Trichoderma virens Ac U G A V U Q U A U S L U P L U U Q Vol   1704,5 875,3 (Wiest et al., 2002) 

Trichorzin TVB_II Trichoderma virens Ac U G A L U Q U A U S L U P L U U Q Vol   1718,5 882,3 (Wiest et al., 2002) 

Trichorzin TVB_IV Trichoderma virens Ac U G A L U Q J A U S L U P L U U Q Vol   1732,6 889,3 (Wiest et al., 2002) 

Trichorzin_HA_I Trichoderma harzianum Ac U G A U U Q U V U G L U P L U U Q Lol   1702,5 874,2 (Goulard et al., 1995) 

Trichorzin_HA_II Trichoderma harzianum Ac U G A U U Q U V U G L U P L U J Q Lol   1716,6 881,3 (Goulard et al., 1995) 

Trichorzin_HA_III Trichoderma harzianum Ac U G A U J Q U V U G L U P L U U Q Lol   1716,6 881,3 (Goulard et al., 1995) 

Trichorzin_HA_V Trichoderma harzianum Ac U G A U J Q U V U G L U P L U J Q Lol   1730,6 888,3 (Goulard et al., 1995) 
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Trichorzin_HA_VI Trichoderma harzianum Ac U G A U J Q J V U G L U P L U J Q Lol   1744,7 895,3 (Goulard et al., 1995) 

Trichorzin_HA_VII Trichoderma harzianum Ac U G A U J Q V V U G L U P L U J Q Lol   1744,7 895,3 (Goulard et al., 1995) 

Trichorzin_MA_I Trichoderma harzianum Ac U S A U U Q U L U G L U P L U U Q Vol   1732,5 889,3 (Goulard et al., 1995) 

Trichorzin_MA_II Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q U L U G L U P L U U Q Vol   1746,6 896,3 (Goulard et al., 1995) 

Trichorzin_MA_III Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q J L U G L U P L U U Q Vol   1760,6 903,3 (Goulard et al., 1995) 

Trichorzin_PA_II Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q U V U G L U P L U U Q Wol   1819,6 932,8 (Leclerc et al., 1998a) 

Trichorzin_PA_IV Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q J V U G L U P L U U Q Wol   1833,6 939,8 (Leclerc et al., 1998a) 

Trichorzin_PA_IX Trichoderma harzianum Ac U S A J J Q U V U G L U P L U U Q Fol   1794,6 920,3 (Leclerc et al., 1998a) 

Trichorzin_PA_V Trichoderma harzianum Ac U S A J J Q U V U G L U P L U U Q Wol   1833,6 939,8 (Leclerc et al., 1998a) 

Trichorzin_PA_VI Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q U V U G L U P L U U Q Fol   1780,6 913,3 (Leclerc et al., 1998a) 

Trichorzin_PA_VII Trichoderma harzianum Ac U S A J J Q U V U G L U P L U U Q Wol   1833,6 939,8 (Leclerc et al., 1998a) 

Trichorzin_PA_VIII Trichoderma harzianum Ac U S A U J Q J V U G L U P L U U Q Fol   1794,6 920,3 (Leclerc et al., 1998a) 

Trichorzin_PAU4 Trichoderma harzianum Ac U S A U U Q U V U G L U P L U U Q Wol   1805,5 925,7 (Leclerc et al., 1998a) 

Trichostromaticin A Trichoderma stromaticum Ac U A U A U U Q U Vx U Q U P Lx U U Q Lxol  1759,5 902,7 (Degenkolb et al., 2006a) 

Trichostromaticin B Trichoderma stromaticum Ac U A U A U U Q U Vx U Q U P Lx U U Q Lxol  1759,5 902,7 (Degenkolb et al., 2006a) 

Trichostromaticin C Trichoderma stromaticum Ac U A U A U U Q U Vx U Q U P Lx U U Q Lxol  1759,5 902,7 (Degenkolb et al., 2006a) 

Trichostromaticin D Trichoderma stromaticum Ac U A U A U U Q U Vx U Q U P Lx U Vx Q Lxol  1773,5 909,8 (Degenkolb et al., 2006a) 

Trichostromaticin E Trichoderma stromaticum Ac U A U A U U Q U Lx U Q U P Lx U Vx Q Lxol  1787,5 916,8 (Degenkolb et al., 2006a) 

Trichotoxin_A-40 Trichoderma viride Ac U G U L U E U U U A U U P L U J Q Vol   1717,4 881,7 (Brückner et al., 1979) 

Trichotoxin_A-40_I Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U A A U U P L U U E Vol   1689,4 867,7 (Jaworski et Brückner, 1999) 

Trichotoxin_A-40_II Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U U A A U P L U U E Vol   1689,4 867,7 (Jaworski et Brückner, 1999) 

Trichotoxin_A-40_III Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U A A U U P L U J E Vol   1703,5 874,7 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_A-40_IV Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U U A U U P L U U E Vol   1703,4 874,7 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_A-40_V Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U U A U U P L U J E Vol   1717,4 881,7 (Jaworski et Brückner, 1999) 

Trichotoxin_A-40_Va Trichoderma viride Ac U A U L U Q U U U A U U P L U U E Vol   1717,4 881,7 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_A-50_E Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U U A A U P L U U Q Vol   1688,4 867,2 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_A-50_F Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U A A A U P L U J Q Vol   1688,5 867,3 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_A-50_G Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U U A A U P L U J Q Vol   1702,5 874,3 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_A-50_H Trichoderma viride Ac U A U L U Q U U U A A U P L U J Q Vol   1716,5 881,3 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_A-50_I Trichoderma viride Ac U G U L U Q U U U A U U P L U J Q Vol   1716,5 881,2 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_A-50_J Trichoderma viride Ac U A U L U Q U U U A U U P L U J Q Vol   1730,5 888,2 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Trichotoxin_VI Trichoderma Ac U A U L U E U U U A U U P L U U Q Vol   1717,4 881,7 (Sabareesh et Balaram, 2006) 

Trichovirin-Ia Trichoderma viride Ac U G A L A Q Vx V U G U U P L U U Q Lol   1702,6 874,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-Ib Trichoderma viride Ac U G A L U Q A V U G J U P L U U Q Lol   1702,6 874,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-IIa Trichoderma viride Ac U G A L A Q U V U G J U P L U U Q Lol   1702,6 874,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-IIb Trichoderma viride Ac U G A L U Q U V U G U U P L U U Q Lol   1702,5 874,2 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-IIc Trichoderma viride Ac U G A L U Q Vx V U G U U P L U U Q Lol   1716,6 881,3 (Jaworski et al., 1999) 
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Trichovirin-IIIa Trichoderma viride Ac U G A L U Q J V U G U U P L U U Q Lol   1716,6 881,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-IIIb Trichoderma viride Ac U G A L J Q J U U G U U P L U U Q Lol   1716,6 881,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-IVa Trichoderma viride Ac U G A L J Q J V U G U U P L U U Q Lol   1730,6 888,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-IVb Trichoderma viride Ac U G A L U Q U V U G J U P L U U Q Lol   1716,6 881,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-V Trichoderma viride Ac U G A L U Q J V U G J U P L U U Q Lol   1730,6 888,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-VIa Trichoderma viride Ac U G A L U Q J L U G J U P L U U Q Lol   1744,6 895,3 (Jaworski et al., 1999) 

Trichovirin-VIb Trichoderma viride Ac U G A L J Q J V U G J U P L U U Q Lol   1744,7 895,3 (Jaworski et al., 1999) 

Boletusin Boletus sp. Ac F U A U J L Q G U U A A U P U U U Q Wol 1894,5 970,3 (Lee et al., 1999a) 

Chrysospermin_A Apiocrea chrysosperma Ac F U S U U L Q G U U A A U P U U U Q Wol 1896,5 971,2 (Dornberger et al., 1995) 

Chrysospermin_B Apiocrea chrysosperma Ac F U S U U L Q G U U A A U P J U U Q Wol 1910,5 978,3 (Dornberger et al., 1995) 

Chrysospermin_C Apiocrea chrysosperma Ac F U S U J L Q G U U A A U P U U U Q Wol 1910,5 978,3 (Dornberger et al., 1995) 

Chrysospermin_D Apiocrea chrysosperma Ac F U S U J L Q G U U A A U P J U U Q Wol 1924,6 985,3 (Dornberger et al., 1995) 

Peptaivirin_A Trichoderma sp. Ac F U A U J L Q G U U A A U P J U U Q Wol 1908,6 977,3 (Yun et al., 2000) 

Peptaivirin_B Trichoderma sp. Ac F U S U J L Q G U U A A U P J U U Q Fol 1885,6 965,8 (Yun et al., 2000) 

Trichokonin_V Trichoderma koningii Ac U A U A U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1864,5 955,3 (Huang et al., 1996) 

Tricholongin BI Trichoderma cf. strigosum Ac U G F U U Q U U U S Lx U P Vx U U Q Q Lxol 1908,5 977,3 (Degenkolb et al., 2006a) 

Tricholongin BII Trichoderma cf. strigosum Ac U G F U U Q U U U S Lx U P Vx U Vx Q Q Lxol 1922,6 984,3 (Degenkolb et al., 2006a) 

Tricholongin BIII Trichoderma cf. strigosum Ac U G F U U Q U U U A Lx U P Vx U Vx Q Q Lxol 1906,6 976,3 (Degenkolb et al., 2006a) 

Tricholongin BIV Trichoderma cf. pubescens Ac U G F U U Q U U U S Lx U P Vx U Vx Q Q Lxol 1922,6 984,3 (Degenkolb et al., 2006a) 

Tricholongin_BI Trichoderma longibrachiatum Ac U G F U U Q U U U S L U P V U U Q Q Lol 1908,5 977,3 (Rebuffat et al., 1991) 

Tricholongin_BII Trichoderma longibrachiatum Ac U G F U U Q U U U S L U P V U J Q Q Lol 1922,6 984,3 
(Rebuffat et al., 1991) 
(Auvin-Guette et al., 1992) 

Trichorzianine_TA_IIIc Trichoderma harzianum Ac U A A U U Q U U U S L U P V U I Q Q Wol 1947,6 996,8 
(Auvin-Guette et al., 1992) 
(El Hajji et al., 1989) 

Trichorzianine_TB_IIa Trichoderma harzianum Ac U A A U U Q U U U S L U P L U I Q E Wol 1962,6 1004,3 (Rebuffat et al., 1989) 

Trichorzianine_TB_IIIc Trichoderma harzianum Ac U A A U U Q U U U S L U P V U I Q E Wol 1948,6 997,3 
(Auvin-Guette et al., 1992), 
 (El Hajji et al., 1989) 
(Rebuffat et al., 1989) 

Trichorzianine_TB_IVb Trichoderma harzianum Ac U A A U J Q U U U S L U P V U I Q E Wol 1962,6 1004,3 (Rebuffat et al., 1989) 

Trichorzianine_TB_Vb Trichoderma harzianum Ac U A A U U Q U U U S L U P L U I Q E Fol 1923,6 984,8 (Rebuffat et al., 1989) 

Trichorzianine_TB_VIa Trichoderma harzianum Ac U A A U J Q U U U S L U P L U I Q E Fol 1937,6 991,8 (Rebuffat et al., 1989) 

Trichorzianine_TB_VIb Trichoderma harzianum Ac U A A U U Q U U U S L U P V U I Q E Fol 1909,6 977,8 (Rebuffat et al., 1989) 

Trichorzianine_TB_VII Trichoderma harzianum Ac U A A U J Q U U U S L U P V U I Q E Fol 1923,6 984,8 (Rebuffat et al., 1989) 

Trichostrigosin A 
Trichoderma strigosum et 

Trichoderma erinaceus 
Ac U A U A Lx Q U U U S Lx U P Vx U Vx Q Q Lxol 1888,6 967,3 (Degenkolb et al., 2006a) 

Trichostrigosin B 
Trichoderma strigosum et 

Trichoderma erinaceus 
Ac U A U A Lx Q U U U S Lx U P Vx U Vx Q Q Lxol 1888,6 967,3 (Degenkolb et al., 2006a) 

Trikoningin_KA_V Trichoderma koningii Ac U G A U I Q U U U S L U P V U I Q Q Lol 1888,6 967,3 (Goulard et al., 1995) 

[Aib
6
, Glu

19
] alamethicin 

F30 
Trichoderma viride Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U U E E Fol 1977,5 1011,8 (Psurek et al., 2006) 

[Aib
6
;Glu

7
] alamethicin 
F30 

Trichoderma viride Ac U P U A U U E U V U G L U P V U U E Q Fol 1977,5 1011,8 (Psurek et al., 2006) 

 



ANNEXES           148 

 

[Glu
19

] alamethicin F30 Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U E E Fol 1963,6 1004,8 (Psurek et al., 2006) 

Alamethicin F30_1 Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U U U G L U P V U U E Q Fol 1948,5 997,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_10 Trichoderma viride Ac U P U A U U Q U V U A L U P V U U E Q Fol 1990,6 1018,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_2 Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U V U G V U P V U U E Q Fol 1948,6 997,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_3 Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U E Q Fol 1962,6 1004,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_4 Trichoderma viride Ac U P U A U U Q U V U G V U P V U U E Q Fol 1962,5 1004,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_5 Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U V E Q Fol 1976,7 1011,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_6 Trichoderma viride Ac U P U A U A E U V U G L U P V U U E Q Fol 1963,6 1004,8 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_7 Trichoderma viride Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U U E Q Fol 1976,5 1011,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_8 Trichoderma viride Ac U P U A U U Q U L U G L U P V U U E Q Fol 1990,6 1018,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F30_9 Trichoderma viride Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U V E Q Fol 1990,6 1018,3 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F50_2 Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U A U G L U P V U U Q Q Fol 1933,6 989,8 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F50_3a Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U U U G L U P V U U Q Q Fol 1947,5 996,8 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F50_3b Trichoderma viride Ac U P U A A A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1947,6 996,8 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F50_3c Trichoderma viride Ac U P U A U G Q U V U G L U P V U V Q Q Fol 1961,7 1003,8 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F50_4a Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U V U G V U P V U U Q Q Fol 1947,6 996,8 (Kirschbaum et al., 2003) 

Alamethicin F50_4b Trichoderma viride Ac U P A A U A Q U U U G L U P V U U Q Q Fol 1933,6 989,8 (Kirschbaum et al., 2003) 
Alamethicin F50_5 Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1961,6 1003,8 (Kirschbaum et al., 2003) 
Alamethicin F50_6a Trichoderma viride Ac U P U U U A Q U Vx U G L U P Vx U U Q Q Fol 1975,6 1010,8 (Kirschbaum et al., 2003) 
Alamethicin F50_6b Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U Vx U G L U P V U Vx Q Q Fol 1975,7 1010,8 (Kirschbaum et al., 2003) 
Alamethicin F50_7 Trichoderma viride Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1975,6 1010,8 (Kirschbaum et al., 2003) 
Alamethicin F50_8a Trichoderma viride Ac U P U A U A Q U L U G L U P V U U Q Q Fol 1975,6 1010,8 (Kirschbaum et al., 2003) 
Alamethicin F50_8b Trichoderma viride Ac U P U U U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1989,5 1017,8 (Kirschbaum et al., 2003) 
Alamethicin F50_8c Trichoderma viride Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U V Q Q Fol 1989,6 1017,8 (Kirschbaum et al., 2003) 

Atroviridin_A Trichoderma atroviride Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1961,6 1003,8 (Oh et al., 2000) 

Atroviridin_B Trichoderma atroviride Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U J Q Q Fol 1975,7 1010,8 (Oh et al., 2000) 

Atroviridin_C Trichoderma atroviride Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U J Q Q Fol 1989,6 1017,8 (Oh et al., 2000) 

Gliodeliquescin A Gliocladium deliquescens Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1935,6 990,8 (Brückner et Przybylski, 1984a)  

Hypelcin_A Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q L U G U U U P V U U Q Q Lol 1927,5 986,7 
(Brückner et Przybylski, 1984b), 
(Fujita et al., 1994) 

Hypelcin_A_I Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U Q Q Lol 1927,5 986,7 
(Fujita et al., 1994) 
(Matsuura et al., 1993) 

Hypelcin_A_II Hypocrea peltata Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U U Q Q Lol 1913,5 979,8 (Fujita et al., 1994) 

Hypelcin_A_IV Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U I U G U U P V U U Q Q Lol 1927,5 986,7 (Fujita et al., 1994) 

Hypelcin_A-III Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U J Q Q Lol 1941,6 993,8 (Matsuura et al., 1993) 

Hypelcin_A-IX Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U I U G U U P V U J Q Q Lol 1941,6 993,8 (Matsuura et al., 1993) 

Hypelcin_A-V Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U Q Q Iol 1927,5 986,7 (Matsuura et al., 1993) 

Hypelcin_A-VI Hypocrea peltata Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U U Q Q Iol 1913,5 979,8 (Matsuura et al., 1993) 
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Hypelcin_A-VII Hypocrea peltata Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U J Q Q Iol 1927,6 986,8 (Matsuura et al., 1993) 

Hypelcin_A-VIII Hypocrea peltata Ac U P U A U A Q U I U G U U P V U U Q Q Lol 1913,5 979,8 (Matsuura et al., 1993) 

Hypelcin_B_I Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U E Q Lol 1928,5 987,2 (Matsuura et al., 1994) 

Hypelcin_B_II Hypocrea peltata Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U U E Q Lol 1914,5 980,3 (Matsuura et al., 1994) 

Hypelcin_B_III Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U J E Q Lol 1942,5 994,3 (Matsuura et al., 1994) 

Hypelcin_B_IV Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U I U G U U P V U U E Q Lol 1928,5 987,2 (Matsuura et al., 1994) 

Hypelcin_B_V Hypocrea peltata Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U E Q Iol 1928,5 987,2 (Matsuura et al., 1994) 

Longibrachin_A_I Trichoderma longibrachiatum Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1935,6 990,8 (Leclerc et al., 1998b) 

Longibrachin_A_II Trichoderma longibrachiatum Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U J Q Q Fol 1949,7 997,8 (Leclerc et al., 1998b) 

Longibrachin_A_III Trichoderma longibrachiatum Ac U A U A U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1949,5 997,8 (Leclerc et al., 1998b) 

Longibrachin_A_IV Trichoderma longibrachiatum Ac U A U A U U Q U V U G L U P V U J Q Q Fol 1963,6 1004,8 (Leclerc et al., 1998b) 

Longibrachin_B_II Trichoderma longibrachiatum Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U U E Q Fol 1936,6 991,3 (Leclerc et al., 1998b) 

Longibrachin_B_III Trichoderma longibrachiatum Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U J E Q Fol 1950,6 998,3 (Leclerc et al., 1998b) 

Paracelsin_A Trichoderma reesei Ac U A U A U A Q U V U G U U P V U U Q Q Fol 1907,5 976,7 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Paracelsin_B Trichoderma reesei Ac U A U A U A Q U L U G U U P V U U Q Q Fol 1921,5 983,8 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Paracelsin_C Trichoderma reesei Ac U A U A U U Q U V U G U U P V U U Q Q Fol 1921,5 983,7 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Paracelsin_D Trichoderma reesei Ac U A U A U U Q U L U G U U P V U U Q Q Fol 1935,5 990,7 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Paracelsin_E Trichoderma saturnisporum Ac U A U A U A Q U L U G U A P V U U Q Q Fol 1907,6 976,8 (Ritieni et al., 1995) 

Polysporin_A Trichoderma polysporum Ac U P U A U U Q U V U G V U P V U U Q Q Fol 1961,5 1003,8 (New et al., 1996) 

Polysporin_B Trichoderma polysporum Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1975,6 1010,8 (New et al., 1996) 

Polysporin_C Trichoderma polysporum Ac U P U A U U Q U I U G L U P V U U Q Q Fol 1989,6 1017,8 (New et al., 1996) 

Polysporin_D Trichoderma polysporum Ac U P U A U U Q U I U G L U P V U V Q Q Fol 2003,6 1024,8 (New et al., 1996) 

Saturnisporin_SA_I Trichoderma saturnisporum Ac U A U A U A Q U L U G U U P V U U Q Q Fol 1921,5 983,8 (Rebuffat et al., 1993) 

Saturnisporin_SA_II Trichoderma saturnisporum Ac U A U A U A Q U L U G U U P V U J Q Q Fol 1935,6 990,8 
(Rebuffat et al., 1993) 
(Goulard et al., 1995) 

Saturnisporin_SA_III Trichoderma saturnisporum Ac U A U A U U Q U L U G U U P V U U Q Q Fol 1935,5 990,7 (Rebuffat et al., 1993) 

Stilboflavin_A_1 Silbella flavipes Ac U P U A U A Q U V U G U U P V U U E Q Vol 1886,5 966,2 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_A_2 Silbella flavipes Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U U E Q Vol 1900,5 973,3 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_A_3 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U V U G U A P V U U E Q Lol 1900,5 973,2 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_A_4 Silbella flavipes Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U U E Q Lol 1914,5 980,3 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_A_5 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U E Q Vol 1914,5 980,2 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_A_6 Silbella flavipes Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U U E Q Jol 1900,5 973,3 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_A_7 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U E Q Iol 1928,5 987,2 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_1 Silbella flavipes Ac U P U A U A Q U V U G U U P V U U Q Q Vol 1885,5 965,8 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_10 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U V U G U U P V U U Q Q Iol 1913,5 979,7 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_2 Silbella flavipes Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U U Q Q Vol 1899,5 972,8 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_3 Silbella flavipes Ac U P U A U A Q U V U G U U P V U U Q Q Lol 1899,5 972,8 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_4 Silbella flavipes Ac U P U A U A Q U L U G U U P V U U Q Q Lol 1913,5 979,8 (Jaworski et Brückner, 2001) 
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Stilboflavin_B_5 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U Q Q Vol 1913,5 979,7 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_6 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U V U G U U P V U U Q Q Vol 1899,5 972,7 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_7 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U Q Q Lol 1927,5 986,7 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_8 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U V U G U U P V U U Q Q Lol 1913,5 979,7 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Stilboflavin_B_9 Silbella flavipes Ac U P U A U U Q U L U G U U P V U U Q Q Iol 1927,5 986,7 (Jaworski et Brückner, 2001) 

Suzukacillin-A 1 Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Vx U G U U P Vx U U Q Q Fol 1907,5 976,7 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 10a Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Vx U G Lx U P Vx U Vx Q Q Fol 1949,7 997,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 10b Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G Lx U P Vx U Vx Q Q Fol 1963,7 1004,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 11a Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G Lx U P Vx U U Q Q Fol 1949,6 997,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 11b Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G Lx U P Vx U Vx Q Q Fol 1963,7 1004,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 12 Trichoderma viride Ac U A U A U U Q U Lx U G Lx U P Vx U Vx Q Q Fol 1977,6 1011,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 13 Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G Lx U P Vx U Vx Q Q Fol 1963,7 1004,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 2 Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G U U P Vx U U Q Q Fol 1921,5 983,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 3 Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Vx U G U U P Vx U Vx Q Q Fol 1921,6 983,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 4 Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G U U P Vx U Vx Q Q Fol 1935,6 990,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 5 Trichoderma viride Ac U A U A U U Q U Lx U G U U P Vx U U Q Q Fol 1935,5 990,7 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 6 Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G U U P Vx U U Q Q Fol 1921,5 983,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 7 Trichoderma viride Ac U A U A U U Q U Lx U G U U P Vx U Vx Q Q Fol 1949,5 997,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 8 Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G U U P Vx U Vx Q Q Fol 1935,6 990,8 (Krause et al., 2006b) 

Suzukacillin-A 9 Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U Lx U G Lx U P Vx U U Q Q Fol 1949,6 997,8 (Krause et al., 2006b) 

Trichocellin_TC-A-I Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U L U G U U P V U U Q Q Fol 1921,5 983,8 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-A-II Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U L U G U U P V U J Q Q Fol 1935,6 990,8 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-A-III Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U I U G U U P V U U Q Q Fol 1921,5 983,8 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-A-IV Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U I U G U U P V U J Q Q Fol 1935,6 990,8 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-A-V Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U L U G L U P V U U Q Q Fol 1949,6 997,8 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-A-VI Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U L U G L U P V U J Q Q Fol 1963,7 1004,8 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-A-VII Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U I U G L U P V U U Q Q Fol 1949,6 997,8 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-A-VIII Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U I U G L U P V U J Q Q Fol 1963,7 1004,8 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-B-I Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U L U G U U P V U U E Q Fol 1922,5 984,2 (Wada et al., 1994) 

Trichocellin_TC-B-II Trichoderma viride Ac U A U A U A Q U L U G U U P V U J E Q Fol 1936,6 991,3 (Wada et al., 1994) 

Trichokonin_Ia Trichoderma koningii Ac U A U A U A Q U V U G L A P V U U Q Q Fol 1921,6 983,8 (Huang et al., 1995) 

Trichokonin_Ib Trichoderma koningii Ac U G U A U A Q U V U G L A P V U U Q Q Fol 1907,6 976,8 (Huang et al., 1995) 

Trichokonin_IIa Trichoderma koningii Ac U A U A U A Q U V U G L U P A U U Q Q Fol 1907,6 976,8 (Huang et al., 1996) 

Trichokonin_IIb Trichoderma koningii Ac A A U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1921,6 983,8 (Huang et al., 1996) 

Trichokonin_IIc Trichoderma koningii Ac U A A A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1921,6 983,8 (Huang et al., 1996) 

Trichokonin_IX Trichoderma koningii Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U J Q Q Fol 1949,7 997,8 (Huang et al., 1995) 

Trichokonin_VI Trichoderma koningii Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1935,6 990,8 (Huang et al., 1996) 
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Trichokonin_VII Trichoderma koningii Ac U A U A U A Q U V U G L U P V U J Q Q Fol 1949,7 997,8 (Huang et al., 1996) 

Trichokonin_VIII Trichoderma koningii Ac U A U A U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1949,5 997,8 (Huang et al., 1996) 

Trichosporin_TS-B-1a-1 Trichoderma polysporum Ac U A G U A U Q U Lx A A Vx A P V U Vx Q Q Fol 1921,7 983,9 (Iida et al., 1993) 

Trichosporin_TS-B-1a-2 Trichoderma polysporum Ac U A G A U U Q U Lx A A Vx A P V U Vx Q Q Fol 1921,7 983,9 (Sharman et al., 1996) 

Trichosporin_TS-B-1b Trichoderma polysporum Ac U A G A U U Q U Lx U G Lx A P V U A Q Q Fol 1907,7 976,8 (Iida et al., 1993) 

Trichosporin_TS-B-1d Trichoderma polysporum Ac U A S A U U Q U Lx U G Lx A P V U U Q Q Fol 1951,6 998,8 (Sharman et al., 1996) 

Trichosporin_TS-B-1e Trichoderma polysporum Ac U A G A U U Q U Lx U G Lx U P V U U Q Q Fol 1935,6 990,8 (Iida et al., 1993) 

Trichosporin_TS-B-1f Trichoderma polysporum Ac U A S A U U Q U Lx U G Lx U P V U U Q Q Fol 1965,6 1005,8 (Sharman et al., 1996) 

Trichosporin_TS-B-1g Trichoderma polysporum Ac U A G A U U Q U Lx U G Lx A P V U U Q Q Fol 1921,6 983,8 (Iida et al., 1993) 

Trichosporin_TS-B-1h Trichoderma polysporum Ac U A G A U U Q U Lx U G Lx U P V U Vx Q Q Fol 1949,7 997,8 (Sharman et al., 1996) 

Trichosporin_TS-B-Ia Trichoderma polysporum Ac U A S A U U Q U L U G L U P V U U Q Q Fol 1965,6 1005,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-IIIa Trichoderma polysporum Ac U A A A U U Q U L U G L U P V U U Q Q Fol 1949,6 997,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-IIIb Trichoderma polysporum Ac U A A A U U Q U I U G L U P V U A Q Q Fol 1935,6 990,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-IIIc Trichoderma polysporum Ac U A A A A U Q U I U G L U P V U U Q Q Fol 1935,6 990,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-IIId Trichoderma polysporum Ac U A A A U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1935,6 990,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-IVb Trichoderma polysporum Ac U A A A U U Q U L U G L U P V U J Q Q Fol 1963,7 1004,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-IVc Trichoderma polysporum Ac U A U A U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 1949,5 997,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-IVd Trichoderma polysporum Ac U A A A U U Q U V U G L U P V U J Q Q Fol 1949,7 997,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-V Trichoderma polysporum Ac U A A A U U Q U I U G L U P V U U Q Q Fol 1949,6 997,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-VIa Trichoderma polysporum Ac U A U A U U Q U I U G L U P V U U Q Q Fol 1963,6 1004,8 (Iida et al., 1990) 

Trichosporin_TS-B-VIb Trichoderma polysporum Ac U A A A U U Q U I U G L U P V U J Q Q Fol 1963,7 1004,8 (Iida et al., 1990) 
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Annexe 2 : Peptaïbols à courte séquence : Origine, séquence, masse moléculaire calculée (M) et valeur théorique du rapport m/z du monochargé sodium.  
Ac = acétyl, Aol = Alaninol, Fol =  Phénylalaninol, Iol = Isoleucinol, Jol = Isovalinol, Lol = Leucinol, Lx = Leucine/Isoleucine, Lxol = Leucinol/Isoleucinol, Sol = Sérinol,  
Uol = Acide α-aminoisobutanol, Vol = Valinol, Vx = Valine/Isovaline, Vxol = Valinol/Isovalinol 
(en date du 1

er
  mai 2007)  

 

 Position M [M+Na]
+
 

Nom Isolé de 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 (Da) m/z 

Source bibliographique 

Peptaibolin Sepedonium sp. Ac L U L U Fol            589,2 612,2 (Hüllsman et al., 1998)  

Harzianin_HB_I Trichoderma harzianum Ac U N L I U P J L U P Lol      1160,5 1183,5 (Augeven-Bour et al., 1997)  

Harzianin_HK_VI Trichoderma pseudokoningii Ac U N I I U P L L U P Lol      1174,5 1197,5 (Rebuffat et al., 1996)  

Hypomurocin_A_I Hypocrea muroiana Ac U Q V V U P L L U P Lol      1160,5 1183,5 (Becker et al., 1997)  

Hypomurocin_A_II Hypocrea muroiana Ac J Q V V U P L L U P Lol      1174,5 1197,5 (Becker et al., 1997)  

Hypomurocin_A_III Hypocrea muroiana Ac U Q V L U P L I U P Lol      1174,5 1197,5 (Becker et al., 1997)  

Hypomurocin_A_IV Hypocrea muroiana Ac U Q I V U P L L U P Lol      1174,5 1197,5 (Becker et al., 1997)  

Hypomurocin_A_V Hypocrea muroiana Ac U Q I I U P L L U P Lol      1188,5 1211,5 (Becker et al., 1997)  

Hypomurocin_A_Va Hypocrea muroiana Ac U Q I L U P L I U P Lol      1188,5 1211,5 (Becker et al., 1997)  

Trichobrachine A-I Trichoderma longibrachiatum Ac U N L L U P L U U P Lol      1146,4 1169,4 (Mohamed-Benkada et al., 2006)  

Trichobrachine A-II Trichoderma longibrachiatum Ac U N L L U P V L U P Vol      1146,5 1169,5 (Mohamed-Benkada et al., 2006)  

Trichobrachine A-III Trichoderma longibrachiatum Ac U N V L U P L L U P Vol      1146,5 1169,5 (Mohamed-Benkada et al., 2006)  

Trichobrachine A-IV Trichoderma longibrachiatum Ac U N L V U P L L U P Vol      1146,5 1169,5 (Mohamed-Benkada et al., 2006)  

Trichobrachine A-IV a Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx Lx U P Lx V U P Vol      1146,5 1169,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-IV b Trichoderma longibrachiatum Ac U N V V U P Lx Lx U P Lol      1146,5 1169,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-IV c Trichoderma longibrachiatum Ac U N V Lx U P V Lx U P Lol      1146,5 1169,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-IV d Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx V U P V Lx U P Lol      1146,5 1169,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-IX Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx Lx U P Lx Lx U P Lol      1174,5 1197,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VI a Trichoderma longibrachiatum Ac U N Vx Vx U P Lx Vx U P Vxol      1118,4 1141,4 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VI b Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx Vx U P Vx Vx U P Vxol      1118,4 1141,4 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VI c Trichoderma longibrachiatum Ac U N Vx Lx U P Vx Vx U P Vxol      1118,4 1141,4 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VI d Trichoderma longibrachiatum Ac U N Vx Vx U P Vx Lx U P Vxol      1118,4 1141,4 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VI e Trichoderma longibrachiatum Ac U N Vx Vx U P Vx Vx U P Lxol      1118,4 1141,4 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VII a Trichoderma longibrachiatum Ac U N V Lx U P V Lx U P Vol      1132,5 1155,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VII b Trichoderma longibrachiatum Ac U N V Lx U P Lx Vx U P Vol      1132,5 1155,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VII c Trichoderma longibrachiatum Ac U N V V U P Lx Lx U P Vol      1132,5 1155,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VII d Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx Lx U P V V U P Vol      1132,5 1155,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VII e Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx V U P V Lx U P Vol      1132,5 1155,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VII f Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx V U P Lx V U P Vol      1132,5 1155,5 (Ruiz et al., 2007)  

Trichobrachine A-VII g Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx V U P V V U P Lol      1132,4 1155,4 (Ruiz et al., 2007)  
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Trichobrachine A-VII h Trichoderma longibrachiatum Ac U N V Lx U P V V U P Lol      1132,4 1155,4 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrachine A-VII i Trichoderma longibrachiatum Ac U N V V U P Lx V U P Lol      1132,4 1155,4 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrachine A-VII j Trichoderma longibrachiatum Ac U N V V U P V Lx U P Lol      1132,4 1155,4 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrachine A-VIII 
a 

Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx Lx U P Lx Lx U P Vol      1160,5 1183,5 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrachine A-VIII 
b 

Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx V U P Lx Lx U P Lol      1160,5 1183,5 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrachine A-VIII 
c 

Trichoderma longibrachiatum Ac U N V Lx U P Lx Lx U P Lol      1160,5 1183,5 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrachine A-VIII 
d 

Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx Lx U P Lx V U P Lol      1160,5 1183,5 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrachine A-VIII 
e 

Trichoderma longibrachiatum Ac U N Lx Lx U P V Lx U P Lol      1160,5 1183,5 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrachine B-I Trichoderma longibrachiatum Ac U N L L U P V U V P Lol      1146,5 1169,5 (Mohamed-Benkada et al., 2006) 

Trichobrachine B-II Trichoderma longibrachiatum Ac U N V L U P L U V P Lol      1146,5 1169,5 (Mohamed-Benkada et al., 2006) 

Trichobrachine B-III Trichoderma longibrachiatum Ac U N L V U P L U V P Lol      1146,5 1169,5 (Mohamed-Benkada et al., 2006) 

Trichobrachine B-IV Trichoderma longibrachiatum Ac U N L L U P L U V P Vol      1146,5 1169,5 (Mohamed-Benkada et al., 2006) 

Trichobrachine C-I Trichoderma longibrachiatum Ac U Q Lx Lx U P Lx Lx U P Lol      1188,5 1211,5 (Ruiz et al., 2007) 
Trichobrachine C-II Trichoderma longibrachiatum Ac U Q Lx Lx U P Lx Lx U P Lol      1188,5 1211,5 (Ruiz et al., 2007) 

Trichobrevin A_Ia 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A Vx Lx U P Lx Lx U P Aol      1075,5 1098,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_Ib 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A U Vx U P Lx Lx U P Vxol      1075,4 1098,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_Ic 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A Vx Vx U P Lx Lx U P Uol      1075,4 1098,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_Id 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A U Vx U P Lx Lx U P Vxol      1075,4 1098,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_IIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A Vx Vx U P Lx Lx U P Vxol      1089,4 1112,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_IIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A U Vx U P Lx Lx U P Lxol      1089,4 1112,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_IIIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A Vx Lx U P Lx Lx U P Vxol      1103,5 1126,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_IIIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A Vx Vx U P Lx Lx U P Lxol      1103,4 1126,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_IIIc 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A Vx Vx U P Lx Lx U P Lxol      1103,4 1126,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_IVa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A Vx Lx U P Lx Lx U P Lxol      1117,5 1140,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin A_Ivb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U A Vx Lx U P Lx Lx U P Lxol      1117,5 1140,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin B_Ia 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U S Vx Lx U P Lx Lx U P Uol      1105,5 1128,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin B_Ib 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U S Vx U U P Lx Lx U P Lxol      1105,4 1128,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin B_Ic 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U S Vx Vx U P Lx Lx U P Vxol      1105,4 1128,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin B_IIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U S Vx Vx U P Lx Lx U P Lxol      1119,4 1142,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin B_IIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U S Vx Lx U P Lx Lx U P Vxol      1119,5 1142,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin B_IIIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U S Vx Lx U P Lx Lx U P Lxol      1133,5 1156,5 (Degenkolb et al., 2006b) 
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Trichobrevin B_IIIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U S Vx Lx U P Lx Lx U P Lxol      1133,5 1156,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichobrevin B_IIIc 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac U S Vx Lx U P Lx Lx U P Lxol      1133,5 1156,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_Ia 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Vx U P Vx U P U Lx U P Lxol      1101,4 1124,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_Ib 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Vx U P Vx U P U Lx U P Lxol      1101,4 1124,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_Ic 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx U P U Vx U P Lxol      1101,4 1124,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_IIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx U P U Lx U P Lxol      1115,4 1138,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_IIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx U P U Lx U P Lxol      1115,4 1138,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_IIIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx U P Lx Lx U P Vxol      1129,5 1152,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_IIIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx U P Lx Vx U P Lxol      1129,5 1152,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_IVa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Vx P Lx Vx U P Vxol      1129,5 1152,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_IVb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx U P Lx Lx U P Lxol      1143,5 1166,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_IVc 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx U P Lx Lx U P Lxol      1143,5 1166,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_Va 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Lx U P Lx Lx U P Lxol      1157,5 1180,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin A_Vb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Lx U P Lx Lx U P Lxol      1157,5 1180,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichofumin A Trichoderma sp. Ac V Q L V U P L L U P Lol      1188,6 1211,6 (Berg et al., 2003) 

Trichofumin B Trichoderma sp. Ac V Q L L U P L L U P Lol      1202,6 1225,6 (Berg et al., 2003) 

Trichorovin_TV_Ia Trichoderma viride Ac U N V Lx U P Lx Lx U P Vol      1146,5 1169,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_Ib Trichoderma viride Ac U N V V U P Lx Lx U P Lxol      1146,5 1169,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IIa Trichoderma viride Ac U N V V U P Lx Lx U P Lxol      1146,5 1169,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IIb Trichoderma viride Ac U N Lx V U P Lx Lx U P Vol      1146,5 1169,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IIIa Trichoderma viride Ac U Q V V U P Lx Lx U P Lxol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IIIb Trichoderma viride Ac U Q V Lx U P Lx Lx U P Vol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IVa Trichoderma viride Ac U Q V V U P Lx Lx U P Lxol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IVb Trichoderma viride Ac U Q Lx V U P Lx Lx U P Vol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IVc Trichoderma viride Ac U N V Lx U P Lx Lx U P Lxol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IXa Trichoderma viride Ac U Q V Lx U P Lx Lx U P Lxol      1174,5 1197,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_IXb Trichoderma viride Ac U Q Lx Lx U P Lx Lx U P Vol      1174,5 1197,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_Va Trichoderma viride Ac U N V Lx U P Lx Lx U P Lxol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_Vb Trichoderma viride Ac U N Lx Lx U P Lx Lx U P Vol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_VIa Trichoderma viride Ac U N V Lx U P Lx Lx U P Lxol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_VIb Trichoderma viride Ac U N Lx Lx U P Lx Lx U P Vol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_VIIa Trichoderma viride Ac U N Lx V U P Lx Lx U P Lxol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_VIIb Trichoderma viride Ac U Q V Lx U P Lx Lx U P Vol      1160,5 1183,5 (Wada et al., 1995) 
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Trichorovin_TV_VIII Trichoderma viride Ac U Q V Lx U P Lx Lx U P Lxol      1174,5 1197,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_Xa Trichoderma viride Ac U Q Lx V U P Lx Lx U P Lxol      1174,5 1197,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_Xb Trichoderma viride Ac U N Lx Lx U P Lx Lx U P Lxol      1174,5 1197,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_XI Trichoderma viride Ac U N Lx Lx U P Lx Lx U P Lxol      1174,5 1197,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_XIIa Trichoderma viride Ac U N I I U P L L U P Iol      1174,5 1197,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_XIIb Trichoderma viride Ac U N Lx Lx U P Lx Lx U P Lol      1174,5 1197,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_XIII Trichoderma viride Ac U Q Lx Lx U P Lx Lx U P Lol      1188,5 1211,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorovin_TV_XIV Trichoderma viride Ac U Q Lx Lx U P Lx Lx U P Lxol      1188,5 1211,5 (Wada et al., 1995) 

Trichorozin_I Trichoderma harzianum Ac U N I L U P I L U P Vol      1160,5 1183,5 (Iida et al., 1995) 

Trichorozin_II Trichoderma harzianum Ac U Q I L U P I L U P Vol      1174,5 1197,5 (Iida et al., 1995) 

Trichorozin_III Trichoderma harzianum Ac U N I L U P I L U P Lol      1174,5 1197,5 (Iida et al., 1995) 

Trichorozin_IV Trichoderma harzianum Ac U Q I L U P I L U P Lol      1188,5 1211,5 (Iida et al., 1995) 

Cervinin_1 Mycogone cervina Ac L U P U L U P A U P V Lol     1186,4 1209,4 (Wilhelm et al., 2004) 

Trichocryptin B_Ia 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Vx U P Vx Vx U P U Vx U P Lxol     1186,4 1209,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_Ib 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Vx U P U U U P Lxol     1186,4 1209,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_IIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Vx U P Vx Vx U P U Lx U P Lxol     1200,4 1223,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_IIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Vx U P U Vx U P Lxol     1200,4 1223,4 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_IIIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Vx U P U Lx U P Lxol     1214,5 1237,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_IIIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Vx U P U Lx U P Lxol     1214,5 1237,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_IVa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Lx U P U Lx U P Lxol     1228,5 1251,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_IVb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Lx U P U Lx U P Lxol     1228,5 1251,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_Va 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Lx U P Lx Lx U P Vxol     1242,6 1265,6 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_Vb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Lx U P Vx Lx U P Lxol     1242,5 1265,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_Vc 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Vx U P Lx Lx U P Lxol     1242,5 1265,5 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_Vd 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Lx U P Lx Lx U P Vxol     1242,6 1265,6 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_VIa 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Lx U P Lx Lx U P Lxol     1256,6 1279,6 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichocryptin B_VIb 
Trichoderma brevicompactum 

complex 
Ac Lx U P Vx Lx U P Lx Lx U P Lxol     1256,6 1279,6 (Degenkolb et al., 2006b) 

Trichofumin C Trichoderma sp. Ac V Q V U Q Q L L P L U P Lol    1444,7 1467,7 (Berg et al., 2003) 

Trichofumin D Trichoderma sp. Ac V Q L U Q Q L L P L U P Lol    1458,7 1481,7 (Berg et al., 2003) 

Bergofungin_D Emericellopsis donezkii Ac V U U V G L U U O Q U O U Fol   1425,4 1448,4 (Berg et al., 1999) 

Harzianin_HC_I Trichoderma harzianum Ac U N L U P S V U P U L U P Lol   1401,5 1424,5 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_III Trichoderma harzianum Ac U N L U P S V U P J L U P Lol   1415,5 1438,5 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_IX Trichoderma harzianum Ac U N L U P A I U P J L U P Lol   1413,6 1436,6 (Rebuffat et al., 1995) 
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Harzianin_HC_VI Trichoderma harzianum Ac U N L U P A V U P U L U P Lol   1385,5 1408,5 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_VIII Trichoderma harzianum Ac U N L U P A V U P J L U P Lol   1399,5 1422,5 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_X Trichoderma harzianum Ac U Q L U P A V U P J L U P Lol   1413,6 1436,6 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_XI Trichoderma harzianum Ac U N L U P S I U P U L U P Lol   1415,5 1438,5 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_XII Trichoderma harzianum Ac U N L U P S I U P J L U P Lol   1429,6 1452,6 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_XIII Trichoderma harzianum Ac U Q L U P S I U P J L U P Lol   1443,6 1466,6 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_XIV Trichoderma harzianum Ac U N L U P A I U P U L U P Lol   1399,5 1422,5 (Rebuffat et al., 1995) 

Harzianin_HC_XV Trichoderma harzianum Ac U Q L U P A I U P J L U P Lol   1427,6 1450,6 
(Rebuffat et al., 1995)  
(Goulard et al., 1995) 

Harzianin_PCU4 Trichoderma harzianum Ac U N L U P S I U P U L U P Vol   1401,5 1424,5 (Leclerc et al., 1998a) 

Ampullosporin Sepedonium ampullosporum Ac W A U U L U Q U U U Q L U Q Lol  1621,5 1644,5 (Ritzau et al., 1997) 

Ampullosporin_B Sepedonium ampullosporum Ac W A U U L U Q A U U Q L U Q Lol  1607,5 1630,5 (Kronen et al., 2001) 

Ampullosporin_C Sepedonium ampullosporum Ac W A U U L U Q U A U Q L U Q Lol  1607,5 1630,5 (Kronen et al., 2001) 

Ampullosporin_D Sepedonium ampullosporum Ac W A U U L U Q U U A Q L U Q Lol  1607,5 1630,5 (Kronen et al., 2001) 

Ampullosporin_E1 Sepedonium ampullosporum Ac W A U U L U Q A U U Q L A Q Lol  1593,5 1616,5 (Kronen et al., 2001) 

Ampullosporin_E2 Sepedonium ampullosporum Ac W A U U L U Q U A A Q L U Q Lol  1593,5 1616,5 (Kronen et al., 2001) 

Ampullosporin_E3 Sepedonium ampullosporum Ac W A U U L U Q U U A Q L A Q Lol  1593,5 1616,5 (Kronen et al., 2001) 

Ampullosporin_E4 Sepedonium ampullosporum Ac W A U U L U Q A A U Q L U Q Lol  1593,5 1616,5 (Kronen et al., 2001) 

Bergofungin_A Emericellopsis donezkii Ac V U U U V G L U U O Q J O U Fol  1524,5 1547,5 (Berg et al., 1996) 

Bergofungin_B Emericellopsis donezkii Ac V U U U V G L V U O Q U O U Fol  1524,5 1547,5 (Berg et al., 1996) 

Bergofungin_C Emericellopsis donezkii Ac V U U U V G L U U O Q U O U Fol  1510,4 1533,4 (Berg et al., 1996) 

Emerimicin_III Emericellopsis microspora Ac F U U U V G L U U O Q J O U Fol  1572,5 1595,5 
(Rinehart et al., 1981) (Brückner 
et Przybylski, 1984b) 

Emerimicin_IV Emericellopsis microspora Ac F U U U V G L U U O Q J O A Fol  1558,5 1581,5 
(Rinehart et al., 1981), (Brückner 
et Przybylski, 1984b) 

Heptaibin Emericellopsis sp. Ac F U U U V G L U U O Q U O U Fol  1558,4 1581,4 (Ishiyama et al., 2000) 

Samarosporin_I Emericellopsis microspora Ac F U U U V G L U U O Q J O A Fol  1558,5 1581,5 (Brückner et Przybylski, 1984b) 
Samarosporin_II Emericellopsis microspora Ac F U U U V G L U U O Q J O U Fol  1572,5 1595,5 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Stilbellin_I Emericellopsis microspora Ac F U U U V G L U U O Q J O A Fol  1558,5 1581,5 (Brückner et Przybylski, 1984b) 
Stilbellin_II Emericellopsis microspora Ac F U U U V G L U U O Q J O U Fol  1572,5 1595,5 (Brückner et Przybylski, 1984b) 

Tylopeptin_A Tylopilus neofelleus Ac W V U J A Q A U S U A L U Q Lol  1552,6 1575,6 (Lee et al., 1999b) 

Tylopeptin_B Tylopilus neofelleus Ac W V U U A Q A U S U A L U Q Lol  1538,5 1561,5 (Lee et al., 1999b) 

Antiamoebin_I 
Emericellopsis poonensis, 

Emericellopsis synnematicola et 
Cephalosporium pimprina 

Ac F U U U J G L U U O Q J O U P Fol 1669,5 1692,5 
(Pandey et al., 1977b), (Rinehart 
et al., 1981), (Brückner et 
Przybylski, 1984b) 

Antiamoebin_II 
Emericellopsis poonensis, 

Emericellopsis synnematicola et 
Cephalosporium pimprina 

Ac F U U U J G L U U O Q J P U P Fol 1653,5 1676,5 
(Rinehart et al., 1981), (Brückner 
et Przybylski, 1984b) 

Antiamoebin_III 
Emericellopsis poonensis, 

Emericellopsis synnematicola et 
Cephalosporium pimprina 

Ac F U U U U G L U U O Q J O U P Fol 1655,4 1678,4 (Rinehart et al., 1981) 
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Antiamoebin_IV 
Emericellopsis poonensis, 

Emericellopsis synnematicola et 
Cephalosporium pimprina 

Ac F U U U J G L U U O Q J O U P Fol 1669,5 1692,5 (Rinehart et al., 1981) 

Antiamoebin_IX 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac F U A U J G L U U O Q J O U P Fol 1655,6 1678,6 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_V 
Emericellopsis poonensis, 

Emericellopsis synnematicola et 
Cephalosporium pimprina 

Ac F U U U J A L U U O Q J O U P Fol 1683,5 1706,5 (Rinehart et al., 1981) 

Antiamoebin_VI 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac F U U U U G L U U O Q U O U P Fol 1641,4 1664,4 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_VII 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac F A U J U G L U U O Q J O U P Fol 1655,6 1678,6 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_VIII 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac F U U U J G L U U O Q U O U P Fol 1655,4 1678,4 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_X 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac F U U U J G L J U O Q U O U P Fol 1669,5 1692,5 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_XI 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac F U U U U A L U U O Q J O U P Fol 1669,5 1692,5 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_XII 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac F U U U U G L A U O Q J O U P Fol 1641,5 1664,5 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_XIII 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac V U U U U G L U U O Q J O U P Fol 1607,4 1630,4 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_XIV 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac V U U U V G L U U O Q J O U P Fol 1621,5 1644,5 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_XV 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac L U U U U G L U U O Q J O U P Fol 1621,5 1644,5 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Antiamoebin_XVI 
Stilbella erythrocephal, Stilbella 

fimetaria et Gliocladium catenulatum 
Ac L U U U J G L U U O Q J O U P Fol 1635,5 1658,5 (Jaworski et Brückner, 2000) 

Cephaibol_A Acremonium tubakii Ac F U U U U G L J U O Q J O U P Fol 1669,5 1692,5 (Schiell et al., 2001) 

Cephaibol_A2 Acremonium tubakii Ac F U U U U A L J U O Q J O U P Fol 1683,5 1706,5 (Schiell et al., 2001) 

Cephaibol_B Acremonium tubakii Ac F U U U J G L J U O Q J O U P Fol 1683,6 1706,6 (Schiell et al., 2001) 

Cephaibol_C Acremonium tubakii Ac F U U U U G L J U O Q U O U P Fol 1655,4 1678,4 (Schiell et al., 2001) 

Cephaibol_D Acremonium tubakii Ac F U U U U G L U U O Q U O U P Fol 1641,4 1664,4 (Schiell et al., 2001) 

Cephaibol_E Acremonium tubakii Ac F U U U U G L U U O Q J O U P Fol 1655,4 1678,4 (Schiell et al., 2001) 

Emerimicin_II_A Emericellopsis microspora Ac W I Q U I T U L U O Q U O U P Fol 1823,6 1846,6 (Rinehart et al., 1981) 

Emerimicin_II_B Emericellopsis microspora Ac W I Q J I T U L U O Q U O U P Fol 1837,7 1860,7 (Rinehart et al., 1981) 

Leu1_Zervamicin Emericellopsis salmosynnemata Ac L I Q J I T U L U O Q U O U P Fol 1764,7 1787,7 (Marsh, 1996) 

Zervamicin_ZIA Emericellopsis salmosynnemata Ac W I E J V T U L U O Q U O U P Fol 1824,7 1847,7 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZIB Emericellopsis salmosynnemata Ac W V E J I T U L U O Q U O U P Fol 1824,7 1847,7 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZIB' Emericellopsis salmosynnemata Ac W I E U I T U L U O Q U O U P Fol 1824,6 1847,6 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZIC Emericellopsis salmosynnemata Ac W I E J I T U L U O Q U O U P Fol 1838,7 1861,7 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZII-1 Emericellopsis salmosynnemata Ac W I Q U V T U L U O Q U O U P Fol 1809,6 1832,6 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZII-2 Emericellopsis salmosynnemata Ac W I Q U I T U V U O Q U O U P Fol 1809,6 1832,6 (Rinehart et al., 1981) 
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Zervamicin_ZII-3 Emericellopsis salmosynnemata Ac W V Q U I T U L U O Q U O U P Fol 1809,6 1832,6 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZII-4 Emericellopsis salmosynnemata Ac W I Q J V T U L U O Q U O U P Fol 1823,7 1846,7 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZII-5 Emericellopsis salmosynnemata Ac W I Q J I T U V U O Q U O U P Fol 1823,7 1846,7 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZIIA Emericellopsis salmosynnemata Ac W I Q U I T U L U O Q U O U P Fol 1823,6 1846,6 (Rinehart et al., 1981) 

Zervamicin_ZIIB Emericellopsis salmosynnemata Ac W I Q J I T U L U O Q U O U P Fol 1837,7 1860,7 (Rinehart et al., 1981) 

Cephaibol_P Acremonium tubakii Ac F J Q U I T U L U O Q U O U P F Sol 1857,7 1880,7 (Schiell et al., 2001) 

Cephaibol_Q Acremonium tubakii Ac F J Q U I T U L U P Q U O U P F Sol 1841,7 1864,7 (Schiell et al., 2001) 

 
 

 

 

 



 

 



 

 

LES PEPTAÏBOLS, MÉTABOLITES FONGIQUES TOXIQUES EN MILIEU MARIN 
Détection, quantification et implication pour la qualité de l’environnement et la salubrité des 
coquillages 

 
Depuis plusieurs années, des épisodes de toxicité et de mortalités, restés inexpliqués, sont 

observés dans les populations de bivalves de la côte Atlantique. Suite à la mise en évidence de 
micromycètes toxinogènes au niveau des zones conchylicoles de l’estuaire de la Loire, l’hypothèse 
d’une contamination par des toxines fongiques a été envisagée pour expliquer ces phénomènes.  

Au cours de notre étude, la présence de peptaïbols, métabolites toxiques principalement 
synthétisés par les micromycètes du genre Trichoderma, a été démontrée pour la première fois et de 
manière significative dans des sédiments et des moules prélevés dans une zone conchylicole du Fier 
d’Ars (Île de Ré, France). Ce résultat apporte une preuve du développement de ces moisissures dans 
les écosystèmes marins. La mise en évidence de peptaïbols dans les moules suggère, de plus, une 
bioaccumulation vraisemblable de ces métabolites par les bivalves filtreurs en milieu naturel. 

Des méthodes de quantification des peptaïbols à longue séquence dans les différentes 
matrices environnementales (sédiments et moules) ont alors été développée à l’aide de la 
chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie de masse. Sensibles et 
spécifiques, ces méthodologies autorisent la détermination précise des quantités traces de peptaïbols 
dans la gamme du nanogramme par gramme

 
de matrice. Elles permettront d’appréhender les risques 

sanitaires potentiels pour les mollusques bivalves et les consommateurs humains. 
Dans un dernier temps, l’embryotoxicité de différents groupes de peptaïbols et de sédiments 

contaminés a été démontrée à l’aide de bioessais sur le développement embryo-larvaire de l’huître 
Crassostrea gigas. La présence de ces toxines fongiques dans l’environnement marin représente 
donc un risque toxique potentiel pour la dynamique des populations de bivalves.  

 
Mots clés : peptaïbols, zones conchylicoles, développement fongique, quantification, spectrométrie 
de masse, bioessai embryo-larvaire  
 

 
 
 

PEPTAIBOLS, TOXIC FUNGAL METABOLITES IN COASTAL AREAS 
Detection, quantification and ecotoxicological relevance 

 
During the early 1990s, several cases of unexplained toxicity were observed in cultivated 

shellfish populations along the French Atlantic coast. No known factors of toxicity have been found to 
be responsible for these episodes. The hypothesis of a fungal contamination with a production of toxic 
metabolites has been proposed. Isolation of fungi from shellfish and sediments collected in farming 
areas showed that numerous saprophytic strains were present in these zones.  

In the present study, different peptaibols were observed in marine sediments and mussels 
collected from a shellfish farming area (Fier d’Ars, Ré Island, France). Peptaibols are toxic fungal 
metabolites, mainly produced by Trichoderma sp. Their presence in natural samples constitutes a 
proof of fungal development in the marine environment. Contamination of shellfish suggests the 
potential bioaccumulation of these metabolites by filtrating bivalves. 

To establish a causal relationship between peptaibol concentrations and effects, quantification 
methods of long sequence peptaibols in marine sediments and organisms were developed by using 
high performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The developed methods 
constitute the first sensitive assays for quantification of peptaibol trace amounts in the nanogram per 
gram range in environmental matrices. It will permit to assess the potential risks for shellfish and 
human consumers. 

Finally, bioassays with oysters (Crassostrea gigas) were performed and demonstrated the 
embryotoxicity of peptaibols and contaminated sediments. Thus the presence of such compounds in 
coastal areas could represent a potential risk for marine bivalve development. 
 
Keywords : peptaibols, shellfish farming areas, fungal development, quantification, mass 
spectrometry, bivalve bioassay. 
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