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RESUME

Les arachides sont trés vulnérables a la contamination par les Aflatoxines B1 (AFB1) reconnues pour
leurs propriétés hautement toxiques, mutagénes, cancérigénes, tératogéniques et hépatotoxiques. En Cote
d’Ivoire, la pate d’arachide est largement consommée, en particulier par les enfants, en raison de ses qualités
nutritionnelles exceptionnelles. L’objectif de notre étude était, d’une part, de déterminer le seuil de détection
de I’AFB1 dans la pate d’arachide par la méthode de Chromatographie sur Couche Mince (CCM). D’autre part,
de déterminer par CCM si les niveaux de contamination naturelle par I’AFB1 des pates d’arachide vendues sur
les marchés d’Abidjan étaient supérieurs aux limites maximales de résidus autorisées. Ainsi, des échantillons
de pate d’arachide (blanc-matrice) ont été contaminés expérimentalement avec des quantités connues et
décroissantes d’un standard d’AFB1. Aprés extraction, ces échantillons ont été analysés par CCM afin
d’identifier la concentration minimale en AFB1 donnant une réponse positive. Douze échantillons collectés sur
les marchés d’Abobo, Adjamé et Yopougon ont été analysés selon la méme méthode (CCM). Nos résultats
démontrent que la méthode d’analyse mise en ceuvre permet de détecter des niveaux de contamination par
I’AFB1 de I’ordre de 2 pg/kg. Ce niveau de concentration correspond a la Limite Maximale de Résidu (LMR)
autorisée par 1’Union Européenne. L’analyse de différents échantillons de pate d’arachide prélevés sur 3
marchés populaires d’Abidjan n’a pas révélé de contamination significative des échantillons testés.
© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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Detection and control of Aflatoxin B1 occurrence in peanut butter produced in
Cote d’Ivoire: relevance of Thin Layer Chromatography

ABSTRACT

Peanuts are very sensitive to Aflatoxins B1 (AFB1) which are reputed to be highly carcinogenic,
teratogenic and hepatotoxic. In Céte d’Ivoire, peanut butter is greatly appreciated by consumers and especially
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by children for its exceptional nutritional value. The first aim of our study was to assess the sensibility of Thin
Layer Chromatography (TLC) for the detection of AFBI1 in peanut butter. Then, the analytical method was
applied to peanut butter samples collected on 3 markets in Abidjan in order to verify if the contamination by
AFB1 was within permissible limits. To this end, blank samples of peanut butter were spiked with known and
decreasing concentrations of AFB1 standard. After extraction, samples were analyzed by TLC and the lower
concentration that gave a positive response was identified as the Limit of Detection. Twelve samples from
Abobo, Adjamé and Yopougon markets were analyzed by the same method. We demonstrated that the Limit of
Detection of AFBI1 contamination in peanut butter by TLC was 2 pg/Kg. This level of contamination
corresponds to the Maximum Residue Limit (MRL) established by European Union for AFB1 in peanuts. We
did not found any contamination beyond the authorized MRL in all peanuts butter samples collected on the

markets in Abidjan.

© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Les Aflatoxines (AF) sont des
mycotoxines qui se développent sur une large
variét¢é de  denrées  alimentaires et
particuliecrement sur les arachides. Ces
mycotoxines sont ¢laborées a partir de
champignons microscopiques ou moisissures
appartenant  principalement aux  genres
Aspergillus et Penicillium qui proliférent
surtout dans les régions chaudes et humides
comme sous nos tropiques (Wacoo, 2014). En
effet, nos conditions climatiques favorisent la
production de moisissures aflatoxinogénes au
cours du stockage post-récolte des arachides.

I existe  plusieurs structures
d’aflatoxines dont les quatre majeures sont
AFB1, AFB2, AFGl et AFG2 qui
contaminent les produits agricoles et posent
des problémes de santé humaine, animale et
économique. En effet, ces Aflatoxines sont
reconnues pour leurs propriétés hautement
toxiques, mutagenes, cancérigenes,
tératogéniques et hépatotoxiques. Chez les
sujets porteurs de I’Hépatite B ou de
I’Hépatite C, le risque de développer un
cancer du foie est extrémement ¢élevé
lorsqu’ils sont exposés aux Aflatoxines
(Costanzo, 2015). Parmi les Aflatoxines, la
forme la plus toxique est I’AFB1 (Figure 1).
Par ailleurs, I’AFB1 a été classée par
I’Agence Internationale pour la Recherche sur
le Cancer (IARC) comme cancérigéne humain
du groupe 1 (IARC, 2002).

En raison de ces risques sur la santé
des populations, les Aflatoxines font 1’objet
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d’une réglementation trés stricte dans de
nombreux pays. Sangare-Tigori et
collaborateurs  (2006) ont évalué la
contamination de certaines céréales et des
arachides vendues sur différents marchés
locaux en Coéte d’Ivoire. Les auteurs
rapportent des taux de contamination moyens
de l’arachide par I’AFB1 de 4,8 pg/kg. 1l
convient, cependant, de noter qu’en Cote
d’Ivoire I’arachide est davantage consommée

sous la forme de pate d’arachide,
particuliérement chez les enfants en raison de
ses qualités gustatives et nutritionnelles
exceptionnelles.

Cette pate d’arachide est obtenue par
un procédé de fabrication qui inclut une phase
de rétissage de 1’arachide a des températures
variables selon la recette de fabrication
(Knoden, 2003). Parallélement, certaines
études ont montré que les Aflatoxines sont
relativement stables et ne sont pas
completement détruites par la chaleur (Betina,
1989). Malheureusement, nous ne disposons
pas de données sur le niveau de contamination
par les Aflatoxines des pates d’arachide
commercialisées en Cote d’Ivoire. A 1’heure
actuelle, il existe des méthodes trés sensibles
permettant de déterminer les teneurs en
Aflatoxines dans les aliments contaminés
(HPLC-FLD ou HPLC-MS/MS). Toutefois,
ces  derniéres sont  également  trés
sophistiquées et coliteuses pour des analyses
dans un pays a revenus faibles comme la Cote
d’ivoire. Le but de notre étude est de valider
une méthode simple, fiable et peu cotiteuse de
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Figure 1 : Structure chimique de I’Aflatoxine B1 (AFB1) ; PM =213,2 (IARC, 2002).

détection des Aflatoxines dans la pate
d’arachide consommée par la population en
Coéte d’Ivoire.

Plus spécifiquement, les objectifs de notre
étude étaient de :

1) Déterminer la Limite de Détection (LD) de
I’AFB1 dans des échantillons de pate
d’arachide par Chromatographie sur Couche
Mince (CCM) ;

2) Evaluer la contamination naturelle par
AFB1 de plusieurs échantillons de pate
d’arachide prélevés sur le marché local par
CCM.

MATERIEL ET METHODES
Détermination de la limite de détection de
I’AFBI1 dans la pate d’arachide

Afin de déterminer la Limite de
Détection (LD) de I’AFB1 dans un échantillon
de pate d’arachide fabriquée en Céte d’Ivoire,
nous avons utilis¢ un échantillon de pate
d’arachide non contaminé, préalablement
analysé par HPLC-FLD. Cet échantillon qui
représente le blanc-matrice a été, ensuite,
contaminé par des quantités connues et
décroissantes d’AFB1 afin d’obtenir les
concentrations finales de 20 pg/kg, 10 pg/kg,

5 ng/kg et 2 pg/kg. La contamination a
été réalisée en triplicata pour chaque niveau
de concentration, a 1’aide d’un standard
d’AFB1 (TRILOGY Analytical Laboratory,
lot: 140115-022, 25.0 pg/ml dans
Acétonitrile) selon le modéle mathématique
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de contamination suivant : Q,=(PE. Cy)

/ CSTD

Qp quantité du standard AFB1 a
prélever (en uL)

PE : prise d’essai (en kg)

Ct. concentration finale du blanc-

matrice (en ng/kg)

Cstp concentration du standard
AFBI1 =25 pg/mL

Ces échantillons ainsi contaminés ont
été par la suite analysés par Chromatographie
sur Couche Mince (CCM) selon le protocole
décrit au point 3, afin de déterminer la
concentration minimale pouvant étre détectée
par notre méthode.

Echantillonnage

Notre second objectif était d’évaluer le
niveau de contamination des pates d’arachide
fabriquées et commercialisées en Cote
d’Ivoire. Pour cela, nous avons réalisé un
échantillonnage du 12 avril au 12 mai 2016,
aupres des vendeuses les plus sollicitées dans
les marchés des trois quartiers les plus
populaires d’Abidjan: Abobo (1,030,658
habitants), Adjamé (372,978 habitants) et
Yopougon (1,071,000 habitants) (INS, RGPH

2014).  Au total, 12 échantillons ont été
collectés auprés des vendeuses de pate
d’arachide des différents marchés. Les

échantillons étaient conditionnés dans des pots
en plastique, acheminés au Laboratoire
National de la Santé Publique, dans une
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glaciére et conservés au réfrigérateur entre 2 -
5°C avant d’étre analysés par CCM.

Préparation, extraction et purification des
échantillons

La méthode de préparation des échantillons
appliquée dans notre expérimentation est celle
de Boutibonnes (1969). Le mode opératoire
comporte quatre étapes :

. Extraction

Vingt grammes de pate d’arachide
(échantillon contaminé ou échantillon du
marché) sont introduits dans un erlenmeyer de
250 mL et additionnés de 100 mL d’un
mélange méthanol : eau (80 : 20). Aprés 15
minutes d’agitation magnétique et filtration
sur papier Whatman no 6 on obtient le Filtrat
1.

. Déprotéinisation

La précipitation des protéines s’est faite par
ajout de 45 mL d'un mélange acide
phosphotungstique (5g) + sulfate de zinc
(15g) + eau distillée (11) a 50 mL du Filtrat 1.
La filtration sur papier Whatman no 6 aboutit
au Filtrat 2.

. Délipidation

L’¢limination des lipides du Filtrat 2 est
obtenue par extraction en ampoule a décanter
avec 3 x 10 mL d’éther de pétrole. On obtient
ainsi ’extrait aqueux 1 (Extrait 1)

° Extraction de I’Aflatoxine B1

A partir de I’extrait 1, les aflatoxines sont
extraites avec 3 fois 10 ml de chloroforme
dans une ampoule a décanter. L’extrait
chloroformique était recueilli dans une
capsule et concentré par évaporation a un
volume d’environ 0,5 mL (Extrait 2).

Détection et évaluation semi-quantitative
de I’Aflatoxine B1
. Méthodes

Afin de mettre en évidence
I’ Aflatoxine B1 dans la pate d’arachide, nous
avons utilisé des plaques de Chromatographie
sur Couche Mince (CCM) en aluminium
recouverte d’une phase stationnaire en gel de
silice G60 de 0,25 mm d’épaisseur et de
dimensions 10 cm x 20 cm et 20 cm x 20 cm.

Pour chaque Extrait 2 obtenu, apres
purification, 5 pL était déposés sur la plaque
en présence d’un volume égal de standard
AFBI pour les pates d’arachide contaminées
et les pates d’arachide collectées sur les
différents marchés.

La plaque était ¢luée par un systéme
binaire de solvants Chloroforme : acétone
(90/10 ; v/v) puis les spots correspondants aux
Aflatoxines étaient révélés en chambre noire
sous un rayonnement UV produit par une
lampe a A =365 nm.

. Analyses des résultats

A la fin de la migration des composés

par CCM, le rapport frontal (Rf) était calculé
pour chaque échantillon. Le Rf représente le
rapport entre la distance parcourue par la
substance étudiée et la distance parcourue par
le solvant.
Pour les échantillons contaminés, I’exposition
aux UV a 365 nm pour AFBI1 sur la plaque
devait révéler une fluorescence bleue avec un
Rf sensiblement égal a 0,56 (Abdellah, 2004).
En revanche, les échantillons contaminés dont
la concentration en AFBI1 était inférieure au
seuil de détection de notre méthode ne
présentaient pas de fluorescence bleue. Pour
les échantillons collectés sur les marchés
locaux, les critéres de positivité appliqués
étaient exactement les mémes.

RESULTATS
Limite de détection de ’AFB1 dans la pate
d’arachide
L’analyse des  chromatogrammes
obtenus par CCM des extraits de pates
d’arachide contaminées expérimentalement a
montré des spots fluorescents bleus avec un
Rf~0,56 pour tous les niveaux de contamination
(20 pg/kg, 10 pg/kg, 5 pgkg et 2 ug/kg). La
fluorescence bleue observée est caractéristique
de celle de I’AFB1 sous lumiére UV (365 nm)
et était comparable au témoin obtenu par dépot
direct et sans extraction préalable d’un standard
pur d’AFBI1. Ce Rf de 0,56 correspondant a la
migration de ’AFBI1 sur la phase stationnaire
de la plaque de CCM, a été obtenu pour les
quatre niveaux de contamination analysés en
triplicata et est spécifique de I’AFBI selon
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plusieurs auteurs (INRS, 2009 ; Abdellah,
2004). La comparaison de la fluorescence des
échantillons contaminés et des Rf par rapport a
ceux du témoin d’AFB1 pur permet de valider
la positivité de nos résultats.

L’intensité de la fluorescence observée
était directement proportionnelle au niveau de
contamination de la pate d’arachide par I’AFBI
(Figure 2). En effet, a I’analyse sous la lampe
UV, plus la concentration en AFB1 dans
I’extrait de pate d’arachide augmentait, plus
I’intensit¢ de la fluorescence bleue était
importante. Cette fluorescence  bleue
caractéristique de ’AFBI et qui migre avec un
Rf de 0,56 apparait dés le premier niveau de
contamination, c’est-a-dire 2 ug/kg, et
s’intensifie au-deld. Des témoins d’Aflatoxines
AFB2 (bleue, Rf ~ 0,53), AFG1 (verte, Rf ~
0,51) et AFG2 (verte, Rf ~ 0,46) ont été réalisés
sur la méme plaque afin de démontrer et
confirmer que la tache fluorescente bleue (Rf ~
0,56) pour les 4 niveaux de contamination
correspondait bien a I’AFB1 qui faisait 1’objet
de notre étude.

Nos résultats confirment que les
méthodes d’extraction et d’identification mises
en ceuvre permettent de mettre en évidence des
contaminations en AFB1 dans la pate
d’arachide a partir d’un seuil de 2 pg/kg.

Evaluation de la contamination des pites
d’arachide vendues sur le marché
Au total 12 ¢chantillons de pate
d’arachide prélevés sur 3 marchés d’Abidjan
ont été analysé en duplicata par la méthode
décrite précédemment. Le mode
d’échantillonnage et les caractéristiques
organoleptiques des échantillons sont décrits
dans le Tableau 1. Les échantillons collectés
présentaient tous une odeur caractéristique et
marquée d’arachide grillée. Cependant, la
couleur et la consistance étaient différentes en
fonction des vendeuses. Huit prélévements
présentaient une teinte marron foncé suggérant
un rotissage plus poussé des arachides alors que
quatre prélévements étaient de teinte beaucoup
plus claire avec une texture plus lisse. L’analyse
de ces échantillons par la méthode CCM dont
nous avons au préalable pu déterminer la limite
de détection de I’AFBI1 dans la pate d’arachide,
n’a mis en évidence aucune tiche fluorescente
bleue avec un Rf ~ 0,56 aprés lecture a la
lumicére ultraviolet (A =365 nm). Nous pouvons
en déduire que les pates d’arachide prélevés sur
le marché local a Abidjan ne présentaient pas de
traces de contamination par les Aflatoxines Bl
au-dela de 2 ug/kg qui représente la limite de
détection de la méthode appliquée. Cette
innocuité des échantillons testés se traduisait
par I’absence totale de fluorescence bleue sur la
plaque de CCM en comparaison avec le témoin
AFBI.

Tableau 1 : Caractéristiques des échantillons de pate d’arachides analysés.

Marché Date de Nombre de Numéros Quantités Mode de Couleur de
prélévement prélévements des prélevées prélévement 1’échantillon
échantillons (gramme)
Yopougon  12/04/2016 4 1,2,3,4 300 a 500 1 par Marron (1,2,4)
vendeuse Brun clair (3)
Adjamé 26/04/2016 4 5,6,7,8 300 a 500 1 par Marron (5,7,8)
vendeuse Brun clair (6)
Abobo 12/05/2016 4 9,10,11,12 300 a 500 1 par Marron (9,11)
vendeuse Brun clair
(10,12)
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Figure 2 : Résultats de la CCM sur des pates d’arachide (blanc-matrice : A, B, C, D)
contaminées a des concentrations connues a partir du standard AFB1 (25 pg/mL).

** A2 ug/keg;B:5pgkg; C: 10 pg/kg; D: 20 pg/kg

** Té¢moins : Bl (AFB1) ; B2 (AFB2) ; G1 (AFG1) ; G2 (AFG2)

DISCUSSION

Dans le but d’évaluer la limite de
détection de I’AFB1 dans la pate d’arachide,
nous avons contaminé des échantillons
«blanc-matrice » a des concentrations
respectives de 2 ug/kg, 5 ug/kg, 10 pg/kg, et
20 pg/kg. Ces niveaux de contamination
incluent les Limites Maximales de Résidus
(LMR) admissibles dans le beurre de
cacahuéte ou la pate d’arachide selon la
réglementation de 1’Union Européenne (2
pg/kg) et celle en vigueur au Nigéria (20
pg/kg). Le choix de contamination s’est porté
sur ’AFB1 car c’est 1’Aflatoxine la plus
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fréquente dans 1’alimentation et aussi la plus
toxique. Le métabolite de I’AFB1 libére
I’AFM1 dans le lait. Son pouvoir cancérigéne
puissant et sa présence dans 1’alimentation
pour bébé ont contribué a instaurer des limites
strictes (AFSSA, 2009).

Nos résultats démontrent que la
méthode d’extraction et de détermination de
I’AFB1 mise en ceuvre permet de détecter des
niveaux de contamination aussi faible que 2
pg/kg dans la pate d’arachide analysée. Cette
valeur correspond bien aux limites de
contamination autorisées pour I’AFB1 dans
les arachides, les noix et les fruits séchés selon
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le réglement 1881/2006/CE qui impose des
seuils de contamination inférieurs a 2, 5 et 8
pg/kg en fonction du produit et de son stade
de transformation.

Nous n’avons pas test¢ la méthode
pour des niveaux de contamination inférieurs
a 2 pg/kg. Toutefois, Tantaoui-Elaraki (1994),
a pu démontrer au cours d’une
expérimentation utilisant la méme méthode
que le niveau minimum de contamination de
I’arachide = avant  D’extinction de Ila
fluorescence était de 1,13 pg/kg. Ces résultats
viennent confirmer que la méthode utilisée
permet de détecter des concentrations d’AFB1
correspondant aux limites maximales de
résidus  (LMR) autorisées selon la
réglementation en vigueur au niveau régional
et international.

Aprés avoir déterminé la sensibilité de
notre méthode, nous 1’avons appliquée dans le
cadre de I’évaluation de la contamination par
I’AFB1 des pates d’arachide vendues sur les
trois principaux marchés d’Abidjan. Nous
n’avons pas observé de contamination au-dela
de 2 pg/kg dans I’ensemble des échantillons
testés en duplicata. Cette absence de
contamination souléve la question de la
représentativité de 1’échantillonnage réalisée
au cours de notre étude. En effet, cette étude
est préliminaire et avait pour but d’évaluer la
contamination des pates d’arachides vendues
sur les marchés d’Abidjan. Nous avons
collecté les échantillons dans les 3 marchés les
plus fréquentés de la Capitale et aupres des
vendeuses les plus achalandées dans chaque
marché. Nous estimons que les efforts
d’échantillonnage réalisés permettent de dire
que notre échantillon est assez représentatif de
la pate d’arachide consommée par la
population  abidjanaise. A titre de
comparaison, dans 1’étude de Sangaré-Tigori
(2006), 10 échantillons d’arachide avaient été
collectés sur les marchés de Treichville,
Abobo et Adjamé.

Une des hypothéses pouvant expliquer
I’absence de contamination des échantillons
analysés serait le faible mniveau de
contamination des matiéres premicres de
fabrication de la pate d’arachide, en
I’occurrence 1’arachide brute. En 2006,
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Sangaré-Tigori a estimé que le niveau moyen
de contamination des arachides vendues sur
les marchés d’Abidjan par I’AFB1 était de 4,8
ng/kg (1,5 a 10 pg/kg, N = 10). Par contre, les
études réalisées au Soudan par Jelinek (1999)
et Creppy (2002) montrent des taux de
contamination beaucoup plus importants dans
les arachides prélevées sur les marchés
locaux, soit 250 pg/kg.

A la faible contamination initiale des
arachides utilisées pour la fabrication des
pates d’arachide, il faut prendre en compte le
procédé de fabrication lui-méme qui pourrait
avoir un impact sur la réduction des taux
d’Aflatoxines dans le  produit fini
(décontamination). Classiquement, le procédé
de fabrication comprend le décorticage, le
rotissage, le blanchiment, le broyage, la
stabilisation, le conditionnement et le repos
(Knoden, 2003). Les travaux de Hussain et al.
(2011) ont démontré que le rotissage des
arachides contaminées a 150 °C pendant 120
minutes entrainait une dégradation supérieure
2 95% de ’AFB1 dans les arachides.

Nous n’avons pas de données sur les
températures et durées de rotissage appliquées
par les fabricantes de pate d’arachide.
Toutefois, au vu de la faible contamination
observée dans nos échantillons de pate
d’arachide nous formulons 1’hypothése que le
rotissage est réalisé a une température
suffisante (probablement au-dela de 150 °C)
pour entrainer une décontamination de la pate
d’arachide. Bien entendu, cette hypothése
devra étre vérifiée dans des études controlées
futures qui devront prendre en compte les

procédeés de fabrication utilisés
spécifiquement en Cote d’Ivoire.
Enfin, D’absence de contamination

constaté dans nos échantillons, ne doit pas
amener les autorités de contrdle des aliments,
tel que le Laboratoire National de la Santé
Publique, a relacher leur vigilance. Notre
méthode ne nous permettait pas de détecter
des quantités d’Aflatoxine Bl inférieures a 2
png/kg. Si ce seuil est parfaitement en accord
avec les normes en vigueur pour I’AFB1 dans
les arachides et dérivés, il faut considérer
I’effet cumulatif des différentes Aflatoxines
(multicontamination) qui peut entrainer des



A. DIAKITE et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. 11(4): 1646-1654, 2017

effets négatifs  chez I’homme et
particulierement chez les sujets vulnérables
comme les jeunes enfants. En conséquence, la
CCM peut s’avérer trés utile pour un
dépistage préliminaire et un contrdle de la
conformité des pates d’arachide relativement
aux LMR admissibles pour les Aflatoxines.
Cependant, lorsque la pate d’arachide est
destinée a I’alimentation de jeunes enfants il
est indispensable de passer a des techniques
d’analyses ayant des limites de détection plus
basse de I’ordre de 0,1 pg/kg comme I’'HPLC-
FLD ou I’'HPLC-MS.

Conclusion
La CCM est une méthode simple, peu
couteuse, reproductible et fiable de

surveillance de la contamination par les
Aflatoxines des pates d’arachide vendues sur
nos marchés locaux. Il s’agit d’une méthode
semi-quantitative qui permet de discriminer
les échantillons avec des taux de
contamination en dessous ou au-dessus des
LMR, avant une confirmation par HPLC pour
les échantillons faiblement contaminés ou
destinés a 1’alimentation infantile. Dans le but
de mieux éclairer notre connaissance, il
conviendrait de conduire une étude
expérimentale afin de vérifier que les
conditions de fabrication de la pate d’arachide
en Cote d’Ivoire permettent une dégradation
effective et efficace des A
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