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RESUME

Cette étude a été conduite pour déterminer les paramétres de validation de la méthode de dosage
d’Aflatoxine B1 dans les pates d’arachide par chromatographie liquide haute performance (HPLC) selon la
norme NF V03-110 Mai 2010. Les tests de la validation ont été réalisés a partir de dix échantillons de péate
d’arachide. La linéarité de la courbe d’étalonnage établie entre 0 et 3,0 ug/L a été prouvée en déterminant le
carré du coefficient de corrélation de Pearson (R? = 0,9985). Les limites de détection et de quantification sont
de 0,01 pg/kg et 0,02 pg/kg respectivement. Les coefficients de variation des tests de répétabilité et de
reproductibilité sont respectivement de 3,4% et 3,79%. Le taux de récupération est estimé a 107,6% et se situe
dans la limite acceptable a I’échelle internationale (70-110%). Le test de conformité n’a pas montré de
différence significative (P > 0,05) entre la concentration moyenne en aflatoxine B1 obtenues dans les
échantillons de référence de pate d’arachide (2,02 + 1,44 ug/kg) et la valeur certifiée (2 pg/kg). La méthode de
dosage d’aflatoxine B1 dans les pates d’arachide par HPLC peut étre considérée comme acceptable pour une
analyse de routine.
© 2018 International Formulae Group. All rights reserved.
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Validation of the method for determining Aflatoxin B1 in groundnut pastes
sold in the markets of Abidjan (Céte d'lvoire)

ABSTRACT

This study was carried out to validate the method of dosage of Aflatoxin B1 in the groundnut pastes
for high performance liquid chromatography, according to the NF\VV03-110 Mai 2010 standard. The tests of the
validation were performed out starting from ten samples. The linearity of calibration established between 0 and
3.0 pg/L was proven by determining the square of the coefficient of correlation of Pearson (R? = 0.9985). The
limits of detection and quantification were respectively of 0.01 pg/kg and 0.02 pg/kg. The coefficients of
variation of the tests of repeatability and reproducibility are respectively 3.4% and 3.79%, lower than 5%. The
rate of recovery was estimated at 107.6%. The test of conformity did not show a significant difference (P >
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0,05) between the average concentration in aflatoxine B1 (2.02 + 1.44 ng/kg) and that of the certified value (2
ng/kg). The method of quantifying aflatoxin B1 in peanut paste by using HPLC can be regarded as acceptable

for an analysis of routine.
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INTRODUCTION

L’arachide (Arachis hypogaea) est une
plante oléagineuse appartenant au genre
Arachis, de la famille des Fabaceae qui inclue
la plupart des graines légumineuses et ayant
une haute importance économique et nutritive
(Eke-Ejiofor et al., 2012 ; Noba et al., 2014).
C’est une plante tropicale originaire de
I’Amérique du Sud qui a été introduite en
Afrique, en Asie et en Europe (Ferguson et al.,
2005). L’arachide est la cinquiéme culture
parmi les oléagineux les plus importants dans
le monde (Sanginga et Bergvinson, 2015), la
deuxieme source d’huile comestible (Knoden
et al., 2003), la troisiéme source importante de
protéines végétales et la douzieme production
végétale dans le monde (FAOSTAT, 2008).

En Afrique, la vente d’arachide est une
activité génératrice de revenus pour les
populations aussi bien en milieu rural qu’en
urbain (FAO, 2007 ; Diedhiou et al., 2012).
L’arachide est principalement transformée en
huile, pate, farine et divers dérivés qui entrent
dans la composition de produits alimentaires.
source de lipides, de
protéines, de minéraux, de carbohydrates, de
fibres et de vitamine E (Griel et al., 2004).

Malgré ses potentialités économiques

et nutritives, 1’arachide rencontre d’énormes
difficultés pour sa récolte et son stockage.
Selon Chapeland-Leclerc et al. (2005),
I’arachide est 1’'un des oléagineux le plus
contaminé par les moisissures toxinogenes le
plus souvent pendant la culture, la récolte et
au cours du stockage. Par ailleurs, selon
Wagacha et al. (2013), certaines moisissures
comme les genres Aspergillus, Penicillium et
Fusarium sont capables de produire des
toxines dites mycotoxines dans les graines

C’est une bonne

797

d’arachide et ses dérivés qui peuvent se
révéler trés toxiques pour le consommateur.
Or, selon la FAO (2013), [I’élimination
compléte des mycotoxines dans les produits
quasi-impossible en
raison de leur stabilité thermique.

En  Afrigue subsaharienne et
particuliérement en Cote d’Ivoire, la pate

alimentaires s’avere

d’arachide est produite essentiellement de
fagon artisanale et  commercialisée
directement sur les marchés sans aucun
contr6le des pouvoirs publics. Or, des études
menées dans certains pays notamment le Mali,
le Bénin, le Nigéria et le Kenya ont révélé sa
contamination par des mycotoxines (Adjou et
al., 2012 ; Ndung’u et al., 2013). Parmi ces
mycotoxines, l'aflatoxine B1 est celle qui est
caractérisée par la toxicité la plus élevée et la
plus cancérogéne qui peut se trouver dans
beaucoup de produits alimentaires, notamment
I’arachide et ses dérivés (Soleimany et al.,
2012). Le contrble sanitaire impose que le
niveau de contamination des pates d’arachide
par l’aflatoxine Bl soit déterminé avec
précision pour une prise de décision par les
pouvoirs public. La premiere étape de cette
démarche est donc la validation de la méthode
de détermination d’aflatoxine BI1 utilisant
comme principe la chromatographie liquide
haute performance.

MATERIEL ET METHODES
Matériel d’étude

Le matériel d’étude est constitué de dix
échantillons de pate d’arachide collectée dans
différents marchés de la ville d’Abidjan ayant
pour laltitude : 5.3364 et longitude : -4.0266
avec 5° 20" 11" Nord et 4° 1’ 36" Ouest.
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Réactifs

Les réactifs utilisés sont tous de grade
analytique. Il s’agit de solutions étalon
d’aflatoxine B1 notamment, méthanol grade
HPLC (Fisher Bioblock Scientific, France),
acétonitrile grade HPLC (Fisher Bioblock
Scientific, France), acide acétique (Sigma
Bioblock Scientific, France), phosphate de

potassium dihydrogéné (Fulka, France),
hydrogénocarbonate de sodium  (Fulka,
France).
Appareillage

Le dosage d’aflatoxine B1 a été réalisé
sur un Chromatographe Liquide Haute

Performance (Shimadzu, Kyoto, Japon) muni
d’un détecteur de fluorescence, d’une pompe a
vide, d’un injecteur automatique, d’une
colonne Shim-pack CLCG-ODS C18 (4 um X
150 mm x 4,6 mm) et un logiciel
d’exploitation (Kroma 3000). Les conditions
opératoires sont présentées dans le Tableau 1.

Méthode de validation
La validation de la méthode

d’analyse a été réalisée selon la méthode de
I'Association Francaise de Normalisation (NF
V03-110 Mai 2010). Cette procedure
comprend I'étude de la linéarité de la droite
d'étalonnage, la détermination de la limite de
détection et la quantification, le calcul du
coefficient de variation pour les essais de
répétabilité et de reproductibilité, et le calcul
du taux de récupération pour l'exactitude des
essais.
Test de la linéarité

L'étude de la linéarité d’aflatoxine B1 a
été testée entre 0 et 3,0 pg/L en utilisant 5
points d'étalonnage (0 pg/L, 0,2 pg/L, 0,6
pmg/L, 1,3 pg/L et 3,0 pg/L). Cing points
distincts ont été effectués.
Limite de détection et limite de quantification

Les limites de détection (LD) et de
quantification (LQ) ont été calculées a partir

798

du blanc matrice et 10 essais distincts ont été

analysés par CLHP.
LD = Moyenne du blanc + 3 fois écart type
(0).

LQ = Moyenne du blanc + 10 fois écart type
(0).

Test de répétabilité et de reproductibilité

Pour tester la répétabilité, les extraits
d’un méme échantillon de concentration a 0,5
pg/L ont été injectés dix fois le méme jour
dans le systtme chromatographique. Le
coefficient de variation (CV) est obtenu en
faisant 1’écart type des résultats de
concentrations sur la moyenne des mémes
concentrations calculées.

Pour la reproductibilité, un échantillon
de concentration 5 pg/L est injecté chaque
jour dans le systeme chromatographique
pendant dix jours (soit 10 injections). Le
coefficient de variation (CV) est calculé en
faisant 1’écart type des résultats de
concentrations sur la moyenne des mémes
concentrations calculées.

Taux de récupération ou de recouvrement

Dix
d’échantillons de référence de pate d’arachide
ont été analysées pour apprécier le taux de
récupération par la méthode de détermination
d’aflatoxine B1. Aprés extraction, purification
et injection au systeme chromatographique,
les concentrations calculées ont permis de
déterminer le taux de récupération en faisant
la concentration lue de la matrice injectée sur
la concentration théorique.

prises  d’essais  distinctes

Méthode de dosage d’aflatoxine B1
L’aflatoxine B1 a été déterminée selon
les méthodes AOAC (2005) comprenant les
d’extraction, de purification sur
d’immuno-affinité et de
quantification a ’aide d’un étalonnage aprés
analyse par Chromatographie Liquide Haute
Performance.

étapes
colonne
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Une quantitt de 25 g de pate
d’arachide a été additionnée a 100 mL d’une
solution de méthanol/eau (80:20, v/v) dans un
pot a centrifuger. Le mélange a été
homogénéisé a I’aide d’un agitateur (Ultra
Turax, France) pendant 3  minutes.
L’homogénéisat a été centrifugé a 4000
tours/minutes pendant 5 minutes puis filtré sur
papier Whatman N°4 dans des Erlenmeyers de
25 mL. Apres filtration, un volume de 3 mL
du filtrat a été additionné & 32 mL d’une
solution tampon phosphate saline (PBS) ; soit
un volume total d’extraction de 35 mL. 30 mL
d’extrait ont été déposés sur une colonne
d’immunoaffinité (Vicam, USA) a un débit de
1,5 mL/min. La colonne a été ensuite lavée
avec 10 mL de PBS a un débit de 2 mL/min ;
I’air dans la colonne a été éliminé grace a une
pompe a vide pendant 30 secondes. Les
aflatoxines ont été éluées avec 1,5 mL d’une
solution d’acétonitrile en trois étapes de 0,5
mL séparées d’une pause d’une minute entre
chaque étape, a un débit de 0,5 mL/min.
L’éluat a été dilué avec 1,5 mL de la solution

Tableau 1: Conditions chromatographiques.

PBS sur la colonne a un débit de 0,5 mL/min.
L’¢éluat a été ensuite recueilli dans un tube de
2 mL et séché sous azote a 40 °C. Le résidu
obtenu a été dissout dans 500 pL de méthanol,
puis le dosage a été effectué par
Chromatographie Liquide Haute Performance.

Analyse statistique

Les différents résultats obtenus ont été
traité avec le logiciel Statistica version 7.1. En
cas de différence significative entre les
paramétres éetudiés, une analyse de variance
(ANOVA) a été effectuée et le classement des
moyennes a été fait selon le test de Duncan au
seuil de signification o de 5%. Les différences
sont considérées comme significatives pour
des valeurs de P<0,05. Les données ont été
transmises sur Excel et les résultats ont été
présentés sous forme de graphique et de
tableaux.

Chromatographe Conditions opératoires

Colonne Shim-pack CLCG-0ODS C18, 4 um, 150 mm x 4,6 mm
Phase mobile Méthanol/acétonitrile (50:50 ; v/v)

Débit 0,5 mL/min

Température 40°C

Volume injecté 20 ul

Détecteur

Durée d’analyse 15 minutes

Fluorescence : A excitation : 365 nm ; A émission 435 nm
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RESULTATS

Les résultats de la validation sont
consignés dans le Tableau 2. Le carré du
coefficient de corrélation de Pearson (R?)
calculé pour apprécier la linéarité est de
0,9985. Le test de linéarit¢ a montré une
distribution normale sur toute la gamme
d'étalonnage de 0 a 3,0 ug/L. Les limites de
détection et de quantification respectivement
0,01 pg/kg et 0,02 pg/kg ont montré une
sensibilité élevée de la technique utilisée
pour la détermination. Les coefficients de
variation calculés ont été de 3,4% pour le test
de répétabilité et de 3,79% pour le test de

reproductibilité. Le taux de récupération
obtenu a été de 107,6%. Le test de
conformit¢é n’a pas montré de différence
significative au risque 0,05 entre la
concentration moyenne obtenue dans les
échantillons de référence de pate d’arachide
(2,02 + 1,44 pg/kg) et la valeur certifiée (2
ng/kg).

La Figure 1  présente le
chromatogramme d’un échantillon de
référence contenant 1’aflatoxine B1 & une
concentration de 5 pg/L et la Figure 2, la
courbe d’étalonnage.

Tableau 2: Validation de la méthode de détermination d’aflatoxine B1.

Paramétres Résultats
Linéarité (coefficient de corrélation, R?) 0,9985
Limite de détection (LOD) 0,01 pg/kg
Limite de quantification (LOQ) 0,02 pg/kg
Répétabilité (Coefficient de variation, CV) 3,4%
Reproductibilité (Coefficient de variation, CV) 3,79%
Taux de récupération 107,6%

Concentration d’aflatoxine B1 obtenue dans les échantillons de référence 2,02 + 1,44% pg/kg

Valeur certifiée d’aflatoxine B1

2° uglkg

Les valeurs portant une méme lettre sur une méme colonne ne présentent pas une différence significative (P<5 %) selon le

test de Duncan.

mv

Detector A:Ex:350nm,Em:450nm

504

10 20 30 40

6.0 10 80 90 min

Figure 1: Chromatogramme d’un échantillon de référence contaminée a 5 ug/L d’aflatoxine B1.
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Figure 2: Courbe d’étalonnage d’aflatoxine B1.
DISCUSSION détecter cette substance avec une sensibilité

La méthode utilisée pour cette étude a
été validée en termes de linéarité, de limite de
détection et de limite de quantification, de
précision (tests de répétabilité et de
reproductibilité) et du taux de récupération
(rendement d’extraction). Ces différents
paramétres de validation sont couramment
utilisés pour la validation de la méthode de
détermination des aflatoxines par
chromatographie liquide haute
performance (Alvarado-Hernandez et al,,
2016 ; Gurav et Medhe, 2018), mais aussi
recommandés par ICH  (International
Conferences Harmonisation) et FDA (Food
and drug administration) (Adhikari et Singh,
2016). Le test de la linéarité met en évidence
la distribution normale sur toute la gamme
d’étalonnage entre de 0 a 3,0 pg/L
d’aflatoxine B1. Le coefficient de corrélation
obtenu pour la droite de régression est
supérieur a 0,990, de cette maniére on peut
conclure que la méthode utilisée est linéaire
dans les domaines de concentrations étudiées
comme rapportée par Dhib (2011). Les
résultats obtenus pour les limites de détection
et de quantification s’averent satisfaisants. La
méthode est donc applicable et permet de

testée satisfaisante. Ces résultats corroborent
ceux de Yazdanpanah et al. (2013) qui ont
obtenu les limites de détection et de
quantification respectives de 0,01 pg/kg et de
0,03 pg/kg pour la validation de la méthode
de détermination d’aflatoxine B1 dans
I’arachide. Les coefficients de variation
calculés pour la matrice des échantillons des
tests de répétabilité et de reproductibilité sont
inférieurs a 5%, donc acceptables. On peut
dire que la méthode est donc applicable a la
substance analysée. Le taux de récupération
obtenu dans cette étude se situe dans la
gamme recommandée (70-110%) a 1’échelle
internationale, la méthode est donc applicable
pour ce domaine de concentration. Les
résultats obtenus sont comparables a ceux
d’autres auteurs Baltac et al. (2013) et
Yazdanpanah et al. (2013) qui ont obtenu
respectivement 80 a 105% et 98,1 a 102,6%
du taux de récupération pour la validation de
la méthode de détermination d’aflatoxine B1
dans ID’arachide. Les ajouts dosés et la
détermination des concentrations certifiées
des échantillons de référence ont aussi montré
I’exactitude des résultats du dosage des
différents échantillons car aucune différence
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significative n’a été observée avec le test de
conformité. Par conséquent, les résultats des
tests de validation sont conformes aux valeurs
indiquant I'acceptabilité d'une technique
d'analyse comme indiquée par les experts du
comité mixte FAO/AIEA (1997) et
documentées dans la collection des méthodes
normalisées de 1’Association Américaine de
Santé Publique (APHA, 2005).

Conclusion
L’étude réalisée a présenté les résultats
de D’application de la méthode de

chromatographie liquide haute performance
pour I’analyse d’aflatoxine B1. La procédure
de validation a confirmé que la méthode
proposeée pour la détermination d’aflatoxine
Bl dans les pates d’arachide a donné des
résultats satisfaisants avec des valeurs
acceptables pour une technique d'analyse a
I’échelle internationale. La validation est
indispensable a I’évaluation du risque des
mycotoxines dans les denrées alimentaires et
particulicrement dans les pates d’arachide
vendues dans les marchés afin de prévenir et
de veiller a la sécurité sanitaire des aliments
pour le consommateur ivoirien et de la qualité
du produit mis a la disposition dans les
marchés locaux.
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