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ABSTRACT

This work is dealing with the study ol allatoxin contamination of groundauts in Burkina Faso.
In this country, almost 100.000 tons of groundnuts are harvestied per year, and are consummed under different forms
- Pcanut kemels
- Boiled or roasted peanuts
- Peanut pastes
- Pcanut buter

- Defated peanut and suggar nuts.

The quantitative and qualitative cvaluation of aflatoxin contamination of peanuts and peanut products

showed that the four ingjor aflatoxins (AFB1, AFB2 AFG| and AFG?2) arc found in pcanuts, more often at levels

higher than the permissible limite of 30ug/kg, and often, higher than the toxicity level of 250pg/kg.

A registration of physico-chemical parameters evolution and aflatoxin production in peanuts during a
storage period of 12 mounths is studicd. The alteration of physico-chemical parameters (proteins, [aty acids and
carbohydraltes) is accompanicd by an enhancetnent in aflatoxin production. The seed moisture content, the metabolism

of faty acids and the hygroscopic capacity of sceds seemed (o be the main factors that influence aflatoxin production

during the storage.

A risk estimate of primary liver cancer due o the consumption of peanut pastes contamimnated by
aflatoxins is evaluated in a population of Bobo Dioulasso (S.W. of the country). Preliminary results shown that a
regular intake of pcanut pastes contaminated by allatoxins may induce liver cancer after 35 years or 17 ycars of the

intake meal, depending on the consumption frequency.

In order to conduct a research on detoxification strategics, a strain of Aspergillus flavus producing
aflatoxins is isolated. Inhibition assays of growth and aflatoxin production made on this strain with Allium sativien
extracts gave the following conclusions :

- The mould growth is progressively reduced when cultivated on medium containing 10% and 20% of Allium
CXLracls.
- The inhibition of aftatoxin production is complete after 30 days of a culture incubation on Reddy medium

containing 20% of Allium extracts.

Key words : Aflatoxins, Pcanuts, Aspergillus flavus, Physico-chemical parameters, Primary liver

cancer, Inhibition, Allium sativum, Burkina Faso.
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CHAPITRE I : INTRODUCTION



1. - AVANT PROPOS

Le Burkina Faso est l'un des grands pays producteurs/
consommateurs de l'arachide en Afrique de 1'Ouest. La production d'arachide
pour la campagne agricole 1988-1989 a ét€ de 160.220 tonnes et de 152.240
tonnes pour la campagne 1989-1990 (Annexe 1).

La quasi totalité de la production d'arachide est consommeée au
Burkina Faso sous diverses formes :

- Cacahuetes crues, cuites ou grillées (marba tigue)
- Pites d'arachide

- Huiles a base d'arachide

- Tourteaux d'arachide.

St l'arachide constitue un apport liptdique, protéique et glucidique
fort appréciable dans l'alimentation (44 - 56 %, 22 - 30 % et 12 - 20 %
respectivement), sa consommation et celle de ses produits dérivés pourraient
revétir des conséquences pathologiques non moins négligeables pour 1'Homme
et le bétail. Il est ainsi apparu dans la culture ct le stockage de T'arachide, des
champignons parasites (Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus ) qui
produisent des mycotoxines (aflatoxines) dont certaines (AFB] et AFG]) sont
a 'origine de carcinomes hépatocellulaires pour I'llomme et les animaux.

En outre, il y ' aurait une interaction entre l'exposition aux
aflatoxines et d'autres pathologies telles, les infections a HBV (hépatite B
Virale).

Le probleme des aflatoxines est mondial et au Burkina Faso, une
¢tude sur les aflatoxines dans l'arachide est nécessaire a plus d'un titre :

1) Elle permettra dans un premier temps de savoir quel est le dégré de
contamination des produits et sous produits de l'arachide par les aflatoxines, et
par voie de conséquence, d'évaluer l'impact de la consommation de produits &
base d'arachide contaminée par les aflatoxines sur la santé humaine et animale.



2) Les aflatoxines (B1, B2, G1 et G2) sont détectables dans le sérum, et
sont excrétées sous forme d'aflatoxines M1 et M2 dans les urines et le lait des
Mammiferes. Des dosages par voies immunoenzymatique et/ou chimique de
I'aflatoxine M1 dans le lait maternel au cours des périodes périnatales,
permettraient d'évaluer les risques sur la santé de l'enfant. |

3) Dans le domaine de l'alimentation et compte tenu de la valeur
nutritive des produits a base d'arachide, des transformations peuvent étre
conduites par le biais de la technologie alimentaire (bouitlons de sevrage pour
enfants, farines complémentées). Une surveillance des taux d'aflatoxines dans
les mati¢res premicres est donc né€cessaire pour préserver la qualité des
produits transformés et garantir la santé des consommateurs.

4) Dans le domaine de l'économie, malgré les fluctuations dans la
production de l'arachide dues aux contraintes pluviométriques (entre autres),
le Burkina Faso, du point de vue climatique, constitue une zone de prédilection
pour la culture de l'arachide. Il est a prévoir qu'avec la demande de plus en
plus croissante et l'amélioration des techniques culturales, l'arachide occupera
une place encore plus importante dans l'économie burkinabe. Des méthodes
adéquates de stockage de l'arachide, et des méthodes de détection plus rapides
et plus sensibles des aflatoxines sont & promouvoir pour répondre aux normes
internationales et garantir la qualité des produits.

5) Enfin, en dehors de l'arachide, les aflatoxines sont rencontrées dans
d'autres oléagineux (soja, grains de coton) et dans les céréales (riz, mais,
sorgho...). Les résultats obtenus dans le cas de l'arachide sont applicables a ces
produits.



2. - DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

2.1. - Les aflatoxines : histoire, structure et nomenclature

Les champignons ct leurs métabolites toxiques (les mycotoxines),
présents dans les graines, les semences et sur les champs, ont constitué un
probléme pour 'Homme et les animaux domestiques depuis des siecles (35).

Les mycotoxicoses causées par l'ingestion d'aliments rendus
toxiques par les champignons, ont été & l'origine de mortalité chez I'Homme et
les animaux ; c'est le cas de l'ergotisme au Moyen Age en Europe, ct celui de
I'AT.A. (Alimentary Toxic Aleukia) en 1930 et 1940 en Russie (19 a, 35).

Le problcme des mycotoxicoses s'est posc avee acuité pour la
premicre fois au Royaume Uni, lors de l'apparition de la maladie dite maladie
"X" des dindes, qui a causé la mort de 100.000 dindes dans 500 fermes en
1960. Le facteur commun €était une alimentation commune des dindes a partir
de farine d'arachide provenant du Brésil. Des recherches menées a partir de
cet aliment ont montré que la maladie était provoquée par des toxines
produites par des souches du champignon Aspergillus flavus, d'ou le nom
aflatoxine qui leur a été donné par la suite' (1, 35, 72, 73 a, 98, 121).

Des travaux ultérieurs ont permis de savoir que les aflatoxines
sont essentiellement produites par les champignons: Aspergillus flavus et
Aspergillus parasiticus, et que plusieurs oléagineux, céréales, 1égumes et épices
s'avéralent étre naturellement contaminés par les aflatoxines. |

Les aflatoxines sont considérées comme étant les plus cancérigenes
parmi les substances naturelles toxiques ; elles sont hépatotoxiques,
cancérigenes, tératogénes et immunosuppressives. Les régions du globe les plus
affectées par les champignons aflatoxinogeénes sont les pays situcs entre les
latitudes 23°N et 23°S (30, 32, 68, 121).



Les recherches menées sur les aflatoxines depuis une trentaine
d'années ont établi la prévalence de deux principaux types d'aflatoxines :

- Les aflatoxines du type B
- Les aflatoxines du type G

Les aflatoxines du type M, non moins importantes que les
premieres, ont été détectées pour la premiere fois dans le lait comme
métabolites des aflatoxines du type B. Mais le plus important dans les produits
alimentaires, et le plus potentiellement cancérigene est l'aflatoxine B1(98,
106).

La structure de base de la molécule d'aflatoxine est constituée de
cycles bifurane coumarine-lactone/cyclopentanone. Les aflatoxines du type G
possédent un cycle lactone, tandis que celles du type B ont un cyclopentanonc.
Chaque type d'aflatoxines est subdivisé en deux groupes (1 et 2) ; les
aflatoxines du groupe 1, a la ditférence de celles du groupe 2, sont
caractérisées par la présence d'une double liaison en C8 9 du premier anneau
furane (figure I.1). Les aflatoxines du type M possedent un anncau
cyclopentanone comme celles du type B, mais sont hydroxylées en Cy( (1006).

Les aflatoxines B1 et B2 présentent une fluorescence bleue a 365
nm et sont produites par les souches toxigéniques de Aspergillus flavus. Les
aflatoxines G1 et G2 (vert fluorescent), sont produites par les souches
toxigéniques de Aspergillus parasiticus, qui en outre, produisent des
aflatoxines B1 et B2. Certaines souches d'Aspergillus parasiticus produiraient
des aflatoxines M1 et M2 (106).
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Figure I.1 : Structure et nomenclature des aflatoxines naturelles
(d'apres SCHMIDT F.R. and ESSER K. 1985).



2.2. - Les_champignons producteurs d'aflatoxines :
distribution gcé¢oeraphique et _conditions d¢ ¢roissange

Géographiquement, les tropiques constituent la partie du globe
comprise entre 23°N et 23°S. La plupart des pays tropicaux sont chauds et
humides (70 a 100 % d'humidité relative (HR)), conditions favorables a une
rapide prolifération des champignons.

Les especes du genre Aspergillus sont avee quelques especes du
genre Pénicillium, les principales especes constituant ce qu'on appelle : les
champignons de stockage ; F'invasion des semences des plantes eéréalicres par
ces champignons ne devient importante qu'apres la récolte. Des exceptions
subsistent toutefois ; on note l'invasion de semences d'arachide par Aspergillus
flavus bien avant leur récolte (12, 35, 48, 65, 91, 121).

Les champignons de stockage peuvent se développer a des valeurs
d'HR élevées et a des températures relativement basses. Ils sont adaptés a une
vie sans eau libre, et peuvent contaminer des graines cn stockage ayant des
teneurs en eau compriscs entre 13 et 18 %, et & une HR comprise entre 70 ct
85 % (35, 65, 91).

Les principaux facteurs influengant la croissance des champignons
de stockage sur les semences sont : I'HR, la température, Ie temps de stockage
et la composition gazeuse de l'environnement de stockage (3, 12, 28, 31, 65,
67, 110).

L'invasion de [a mycoflore est trés souvent associée A la tencur en
eau des graines a stocker ; plus la teneur en eau des graincs est élevée, plus
I'invasion de la mycoflore est importante.

L'interaction combinée de la températurc ct de I'HR détermine la
vitesse de germination des spores ; pour unc R donnée, plus la température
est élevée, plus le temps requis pour la germination dcs spores est court.

Au cours du stockage des semences, la tencur en eau des semences

n'est pas aussi importante que la capacité hygroscopique des scmences et I'HR
du micro-environnement des semences stockées.



Les champignons de stockage sont des organismes hautement aéro-
bies ; de ce fait, leur activité est fonction de l'oxygéne de l'air. Des études
menées sur l'effet de concentrations variées de dioxyde de carbone (CO?2),
d'azote (N2) et d'oxygeéne (0O2) sur la croissance et la sporulation de
Aspergillus flavus dans des graines d'arachide montrent qu'il y a une nette
réduction dans la croissance et la sporulation du champignon lorsque la
concentration en 0?2 diminue de 5 a 1 % en association avec O, 20 ou 80 % de
CO2. La croissance et la sporulation fongique sont également réduites a chaque
augmentation de 20 % en CO?2 lorsqu'on passe de 40 a 80 %. Aucune
croissance n'est possible a 100 % de concentration en CO? (26, 35).

2.3. - Biosvynthese des aflatoxines

Les aflatoxines sont des métabolites sccondaires des champignons
Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus. Leur production peut se faire in
viiro et en culture stationnaire, au cours de l'idiophase (phase s:condaire de
croissance du champignon) (35, 98, 121).

2.3.1. - Voie biosynthétique des aflatoxines

Certaines ¢tapes de la voie biosynthétique des aflatoxines sont
jusqu'a nos jours mal comprises ; de ce fait, la voie cxacte de biosynthese des
aflatoxines n'est pas encore ¢lucidée. Néanmoins, un consensus ¢xiste quant
I'étape initiale de leur biosynthése. La synthése commence avec des unités
d'acétate (Figure 1.2) et de malonate ; qui sont métabolisées en AFB] via des
polycétones, avec pour intermédiaires principaux : l'acide norsolorine,
I'avérufine, la versicolorine A et la stérigmatocystine (19 a, 106). Un doute
subsiste quant & l'existence d'intermédiaires non encore identifiés ; par ailleurs,
on se demande si 'AFB] constitue le précurseur des autres types d'aflatoxines
ou si ces derniers possedent chacun sa voie de biosynthese (1006).

Les travaux in vitro sur la biosyntheése des aflatoxines constituent
une des parties les plus importantes des recherches menées sur les aflatoxines.
Ils concement essentiellement : les dynamiques du métabolisme des hydrates de
carbone, les activités enzymatiques du cycle de l'acide tricarboxylique ct de la



voie d'Embden-Meyerhof, la polycétone synthétase, le role des métaux, le role
des nucléotides et des acides aminés et enfin, l'influence du métabolisme des
lipides sur la biosynthese des aflatoxines (8, 35,55, 62, 87, 94, 96, 111).

L'AFB1, plus souvent rencontrée et plus toxique que les autres
types d'aflatoxines a été le point de départ des recherches sur les allatoxines et
de la recherche sur le cancer (121).
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2.3.2. - Facteurs_inflyencgnt Ia_production des aflatoxines

Durant les premieres années des recherches sur les aflatoxines,
bon nombre de travaux ont porté sur la détermination des substrats naturels
capables de favoriser la production d'aflatoxines par infestation artificielle ou
naturelle a partir de souches toxigéniques. Ces travaux étaient soutenus cn
outre par la nécessité de produire des aflatoxines a des fins experimentales

(73 b).

Plusieurs substrats naturels (céréales, oléagineux) ont été utilisés
en vue de la production de grandes quantités d'aflatoxines au laboratoire (33,
34, 36, 47, 73 b) ; l'un des substrats naturels ayant donné de meilleurs
rendements était 1'arachide.

Les différences enregistrées dans la production des aflatoxines sur
substrat homogeéne sont essentiellement attribuées aux facteurs tels que : la
souche de champignon utilisée, la température, la teneur en eau du substrat
et/ou I'HR de l'environnement de culture, l'aération, la durée de la période
d'incubation de la culture et la méthode d'analyse utilisée (19 f, 33, 34, 35,
73b).

Des études menées sur la production des aflatoxines sur milieu
synthétique ont montré qu'en plus des facteurs sus-cités, la production
d'aflatoxines est fortement influencée par certains acides aminés (asparagine,
proline), des oligoéléments (zinc) et certains corps gras (triglycérides d'acides
gras et huiles essentielles de certaines plantes telles que la Rosemarie) (35, 37,
38, 49, 55, 87).

2.4, - Effets de la consommation de produits contaminés par
les aflatoxines sur la santé humaine et animale

L'aflatoxicose est unc pathologie causée par l'action des
aflatoxines. Elle a ¢été rcconnue et décrite pour la premiere fois sur les
animaux de ferme ; aussi est-il important de considérer le probleme au niveau
des différents groupes d'animaux avant d'en arriver a 'Homme (73 a).
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2.4.1. - Aflatoxines et santé animale

Le premier cas notoire d'aflatoxicosc a ¢1¢ Ta découverte de a
maladie des dindes en 1960 en Grande Bretagne (maladie "X" des dindes). Les
oiseaux affectés par cette maladie perdent l'appétit, deviennent léthargiques et
meurent dans les 7 jours suivant le début des symptdmes. Les foies des dindes
atteintes étaient séverement endommagés. Des symptomes similaires ont €té
rapportés chez des canctons ct de jeunes faisans dans le méme pays ct atlleurs
(Kenya, Brésil, Inde, Australie...). Le facteur commun de toutes ces maladies
¢tait que l'alimentation des oiseaux affectés se composait (entre autres) de
farine d'arachide en provenance du Brésil. Par la suite, on a découvert que
cette farine contenait des toxines produites par un champignon ; Aspergillus
flavus, d'ot le nom d'aflatoxines qui leur a été attribué (1, 2, 19 b, 35, 73 g,
121).

La plupart des donnés sur la susceptibilité des animaux de ferme et
de laboratoire aux aflatoxines sont fournies par des tests d'ingestion réalisés a
partir d'aliments a base d'arachide contaminée par les aflatoxinces. Les effets de
l'ingestion des aflatoxines sur les animaux sont de trois ordres :
1) Effets de toxicité aigué associés a l'ingestion de doses létales.

2) Effets de toxicité chronique dus a l'administration de doses sous 1étales.

3) Carcinomes hépathocellulaires, provoquées par I'exposition chronique
a de faibles doses d'aflatoxines (19 b, 29, 40, 73 a, 86).

2.4.1.a. - Effets de toxicité aigué

Les aflatoxines ont des effets de toxicité aigué sur la plupart des
animaux (tableau 1.1). Les canctons y sont plus sensibles ; la DLSQ (Dose 1étale
50 %) pour un caneton dgé€ d'un jour est d'environ 0,3 mg/kg de poids
corporel. Les souris présentent une plus grande résistance ; des souris nourris
par des aliments a base d'arachide contenant 4.500 ng/kg d'AFB1 et AFGI, et
600 ng/kg d'AFB2 et AFG2, pendant 3 mois ne présentent aucun effet nuisible
de santé (19b, 73 a, 86).



13

Les effets de toxicité aigu€ due aux aflatoxines pour une espece
donnée sont influencés par les facteurs tels que l'dge, le sexe et la composition
de l'alimentation. |

Dans la plupart des cas de toxicité aigu€, la mort survient dans les
72 heures apres 'administration de la toxine. L'examen post mortem révéle de
sérieuses lésions du foie (foie stéatosique, nécroses, hyperplasic du canal

biliaire), et des hémorragies dans le tractus intestinal ¢t la cavite péritoncale
(19 b, 29, 73 a).

Tableau I.1. : DL50 des différents types d'aflatoxines

Toxine Animal Sexe | Age/ Voie DI.50 Réf¢rence
Poids
Aflatoxine B1 | Canard | M 1 jour 'PO 0,37Tmg/kg Butler, 1964
Rat M-I 1 jour PO 1,0 mg/kg Wogan, 1965
Rat M 21 jours PO 5,5 mg/kg )
Rat F 21 jours PO 7,4 mg/kg !
Rat M 100 g 1p 6,0 mg/kg "
Rat F 150 g PO 17,9 mg/kg !
Chien M-F adulte 1P 1,0 mg/kg !
Chien M-F adulte PO 0,5 mg/kg !
Hamster | M 30 jours PO 10,2 mg/kg "
Aflatoxine B2 [ 2
Aflatoxine G1 | Canard  |M-F |1 jour PO 0,79 mg/kg Lijinsky and
Butler, 1966
Aflatoxine G2 | Canard M-F 1 jour PO 172,5 pg/animal | Lijinsky and
Butler, 1966
Aflatoxine M1 | Canard M-F 1 jour PO 16,6 LLg/Animal | Purchase, 1967
PO = Per os IP = Intrapéritonéale  (Source CAST, 1989).
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2.4.1.b. - Effets de toxicité chronique

Des animaux ayant consommé des doses sous 1¢tales d'aflatoxines
pendant plusieurs jours (14 a 28 jours), développent des syndromes de toxicité
chronique se manifestant par des lésions aussi bien modérées que séveres au
niveau du foie (69). Parmi les différents types de lésions hépatiques
rencontrées dans ces cas, I'hyperplasie biliaire est celle communément
observée chez toutes les especes d'animaux excepté le mouton (73 a). Dans les
cas de toxicité chronique, la production de lésions hépatiques n'cntraine pas
nécessairement la mort ; la réversibilité des symptomes peut €tre obtenue par
I'introduction d'une alimentation dépourvue d'aflatoxine.

2.4.1.c. - Carcinogenese due aux aflatoxines

L'induction de néoplasmes (croissance anormale de tissus) par les
aflatoxines a été largement étudiée ; I'AFB] ainsi que son métabolite
secondaire ' AFM 1, l'aflatoxicol et I'AFG] induisent des néoplasmes au niveau
du foie, du rein ¢t du colon chez le Rat, Ie Canard, Ta Truite, le Singe, la
Souris et bien d'autres animaux (19 b, 73 a).

La carcinogenése causée par I'AI'B1, scrait due a l'activation
métabolicue d'un produit dérivé de I'AFB1, 'AFB1 époxyde, par les enzymes
microsomales du foie (figure 1.3). Cet intermédiaire métabolique
(électrophile), se lie aux macromolécules (ADN, ARN, protéines), a l'intéricur
des hépatocytes (dans le cas des carcinomes hépatiques) (19 b, 73 a, 77). La
liaison de I'AFB1 aux macromolécules des hépatocytes, peut de ce fait
interférer avec la transcription de I'ADN et la synthése des protéines. Cette
liaison de I'AFB1, a 'ADN se fait par liaison covalente cntre 'AIFB1 et la
Guanine en position N7 (68).

La liaison de I'AFB] aux protéines hépatocellulaires entrainerait la
formation de bases de Schiff, la réduction de l'activité enzymatique ct des
effets de toxicité aigué (19 b, 77).

Les PB-Cytochromes P-450 et les Cytochromes P-448, seraient la
plaque tournante du métabolisme des aflatoxines (entre autres) dans le foie
(Figure 1.4) (77).
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Les aflatoxines auraient en outre, des effets hématopoiétiques et
immunosuppressifs sur les animaux :

Les effets hématopoiétiques’ aboutissent au syndrome d'anémice
hémorragique caractérisé par des 1€sions hémorragiques massives dans la
plupart des organes.

Les effets immunosuppressifs concernent essentiellement
l'immunité 3 médiation cellulaire ; les aflatoxines suppriment la fonction des
cellules T, cellules spécifiques du systeme lymphocytaire. Elles altérent aussi la
fonction des cellules mononucléées du systéme phagocytaire, et réduisent
I'activité hémolytique du complément (19 b, 69, 73 a).
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2.4.2. - Aflatoxines et santé humaine

Depuis la découverte en 1960 des effets carcinogénes des
aflatoxines chez les animaux, et la détection de ces toxines dans une large
gamme de produits alimentaires, des tentatives ont été menées pour établir des
corrélations entre 1'exposition aux aflatoxines et ses effets a plus ou moins long
terme sur la santé¢ humaine.

Les recherches entreprises ont montré que les conséquences vont
de la toxicité hépatique aigué¢ aux maladies chroniques telles que le cancer du
fore (7, 10, 19 ¢, 32, 73 a, 84, 106, 116).

2.4.2.a - Aflatoxicoses aiguds

L'évidence de l'aflatoxicose aigué chez 1'Homme provient de cas
rapportés de Taiwan ct de 'Ouganda. Le syndrome ¢tait caractérisé par des
vomissements, des douleurs abdominales des oedémes pulmonaires, une
infiltration des matieres grasses, et des nécroses au niveau du foie (19 ¢, 73 a).
Par la suite, des études de cas précis rapportent qu'en Inde, la consommation
de mais fortement contaminé par des aflatoxines (6 a 16 mg/kg), dans 200
villages, a entrainé la mort de 97 personnes sur les 994 patients examinés. Les
cas de déces étaient essentiellement dus a des hémorragics gastro-intestinales.
L'histopathologie des tissus hépatiques révele une hyperplasie du canal biliaire,
caractéristique d'une aflatoxicose aigué chez les animaux.

Des cas semblables ont été rapportés du Kenya ou, a la suite d'une
alimentation a base de mais fortement contaminés par des aflatoxines, 20 % de

mortalité ont été enregistrés sur les 20 paticnts admis a 'hopital (19 ¢, 73 a).

2.4.2.b - Aflatoxicoses chroniques

L'aflatoxine B (entre autres), étant le carcinogéne potenticl pour
les animaux, plusieurs études ont porté sur ses cffcts a long terme et a de
faibles doses sur la sant¢ humaine. Actuellement, scules I'AFB] et la
stérigmatocystine sont rcconnuecs par I'lARC (International Agency for



19

Research on Cancer), comme étant les deux substances potentiellement
carcinogenes pour les animaux ; 1'AFB] est classée par la méme agence,
comme étant un carcinogeéne probable pour 'Homme (19 ¢, 73 a).

Des effets d'aflatoxicose chronique sont rapportés par le S¢négal
ou plusieurs nourrissons de moins d'un an ont regu chacun 70 - 140 g
d'aliments a base d'arachide pendant 10 mois comme traitement contre le
Kwashiorkor (73 a). Des échantillons de ces aliments testés par la suite ont
révélé que les prises d'aflatoxines par jour et par nourrisson variaient entre 35
a 140 pg. Le suivi de deux d'entre les nourrissons pendant 4 a 6 ans a montré

que I'un présentait des anomalies persistantes au niveau du foie, ¢t que l'autre
avait des anomalies mineures réversibles du bout de 6 ans.

Le cancer du foie, est une des principales causes de mortalité par
suite de cancer en Asie et en Afrique. En Afrique de I'Oucst, I'incidence
annuelle du cancer du foie varie entre 10 et 150 pour 100.000 habitants (figure
L5) (19 ¢, 41, 97). Par ailleurs, il existerait une corrélation entre l'exposition

aux aflatoxines et certaines pathologies telles que I'HBV, les cirrhoses
infantiles, le Kwashiorkor et le syndrome de Reye (19 ¢, 73 a, 81).
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B vo- oo
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Figure 1.5 : Incidence annuelle du carcinome hépatocellulaire
(pour 100.000 habitants) dans le monde.
(Source GENTILINI M. et al, 1986).

2.5. - Impact économique des aflatoxines

La FAO (Food and Agricultural Organization) estime que 25 % de
Ja production agricole mondiale sont affectés par les mycotoxines. Les pertes
économiques causées par les aflatoxines proviennent non seulement de celles
liées a la détérioration des récoltes et des baisses de rendement au niveau du
bétail, mais surtout a cause des réglementations en matiere d'aflatoxines ;
depuis 1970, des programmes de réglementations internationales ont instauré

des teneurs limites d'aflatoxines dans les différents produits et denrées
alimentaires (19 d, 54, 73 e).
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importance de la contamination par les allatoxines dans les
produits est fonction de la nature du produit, de 'annce et de la région.

D'unc facon generale, les produits de a récolte les plus affectés
cconomiquement par les aflatoxines sont @ le maits, I'arachide et le coton (20).

2.6. - Limitations ¢t réglementations en _matiere d'aflatoxines

[ est impcratif que tout aliment contaminé par des substances
aléatoires soit considéré impropre a la consommation humaine. De ce fait,
toutes les lois sur 'alimentation qui prohibent le commerce des produits
falsifiés considerent tout produit alimentaire contaminé par des substances
aléatoires comme produit falsifié (73 e).

Dans bon nombre de pays, cette loi générale a conduit a des
reglementations spectfiques qui imposent des limites tolérables pour certaines
mycotoxines (aflatoxmes) dans les aliments. Iin 1970, seulement 18 pays
posscdatent des lors sur la Tmitation des tencurs en allatoxines dans les
produits alimentarres. Bn 1991, 1a liste se composait de 50 pays dont certains
posscdent leur propre reglementation.

Fes tencurs Timites en aflatoxines, permises dans les denrées
varient constderablement d'un pays a autre er d'un produit a l'autre. Elles
varient aussi suivant que e produit est destiné 4 la consommation humaine ou
antmale (19 ¢, /3 ¢). La teneur maximale en aflatoxines, permise dans
I'alimentation humaine varie de 0 a 50 ng/kg (tableau I1.2) ; mais la tendance
ocncrale actuelle est en faveur de la teneur himite recommandée par la FDA
(Food and Drug Adnunistration), pour micux protéger la santé humaine et
animale. Cette hmite pour la consommation humaine est de 20 pg/kg
d'allatoxines totales dans les produits finis, et de 0.5 pg/kg d'atflatoxine M1

dans les produns Tatiers,



Tableau 2.2, encurs maximales en aflatoxines permises dans les aliments

Country

N

Australia

Australia
Belgium

Brazil
Canada

Columbia

Cuba
Czechos-lovakia
Denmark

Dominican
Repubhic
EEC Countries

Finland

France

¢t les produits alimentaires dans certains pays.

Commodity

croundnuts and
groundnut
products

all feeds

all foods

all feeds
groundnut meal
nuts and nut
products
croundnuts
aroundnuts
groundnuts
groundnuts and
groundnut
products feeds
croundnuts

Striugt feedings
tults

complete
feedingstulls

(not for dairy
cattle, calves,
lamibs)

complete
feedingstuffs (for
pies and poultry)
other complete
teedimpsiults
complementary
feedingstuffs (for
daury cattle)

nuts and nut
products

all foods

baby foods

Aflatoxin hmit

Remarks

(He/kg)
15
50
S'd
see EEC EEC Regulation
504 Export control
15D Control under
hasard to health
10
0
5
See EEC LEEC regulation
0
504 EC includes
504
Greece, Ireland,
the Netherlands,
202
10
P()ﬂ
5
10
5

Belgium. Denmark
France, Germany

Italy, Luxembourg

United King-dom
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Country

Commdity

Affatoxin limit

(Ha/kg)

Remarks

Germany

Greece

Jordan

[Tong Kong

India

Ireland

Isracl

IGily

Japan

groundnuts and groundnut
products all feeds

all feeds

groundnuts, other foods/feeds
all foods groundnuts and
groundnut products
groundnut meal (food)
groundnut meal (feed)

all feeds

all feeds

croundnuts and
aroundnut products
all feeds
groundnuts and
aroundnut products
groundnut meal

feed tmports)

54 o 10b

See EEC
See REEC
|54 of 30b

20

60)

000

See BEC
20

Sce EEC
1Od

OO0

EEC regulation
ECC regulation

EEC regulation
base on EEC

recommendation

EEC regulation

not for use in feed
for chickens, calves,
Or pigs : not more
than 2 9% in feed for
dairy cows ; no more
than 4 % in feed for

other livestock.
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Country Commodity Aflatoxin limit | Remarks
(ng/kg)

Kenva croundnuts and 20

groundnut products

croundnuts and
Luxembourg aroundnut products 54

all feeds

groundnuts

all foods see EEC EEC regulation
Malawi groundnuts and 54 Export regulation
Malaysia groundnut products feeds |0
The Netherlands | all foods 54

New Zealand
Nigeria
Norway

Philippines

Poland

Portuyal

Republic ol chim
Sigapore
Sonath N o

Surinam

foods

croundnuts

all feed

croundnuts and
croundnut products
all foods

all mixed feeds

groundnuts

groundnuts

groundnuts and
srotndnut products,
cdible otls

all foods
croundnuls and

croundnut products

sce EEC
R

S or 20b
50
20

5a
0 - 2004

54 or 1Ob
Ja

EEC regulation
loxport regulation

based on WHO
reccommendation

dependent on
animal, and
regulated limit
of groundnut
meal in feed
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Country

Commodity

Aflatoxin limit

(Lg/ke)

Remarks

Sweden

Switzerland

Thailand
Union of Soviet
Socialist Repu-

blics

United Kingdom

United states

Yuposhv

Jimbabw e

all foods, groundnuts
groundnut meal

nuts and nut products
cdible oils

all Toods

nuts and nut products

[ceds

all foods and feeds
consumer
groundnut products
raw shelled
croundnuts

Murd milk

eronndnuts
other nuts and nut

products

other Toods

cronndnuts

sb
6004

14 or sb

54
see EC

20b

N5

Dairy feed limit
15 %

EEC regulation

*(Source METTAN VK et al. 199D

4 Alvoxime B

O = Furopean Feonomie Community.

b aflatoximes Totales -

¢

= Aflatoxine M|
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2.7. - Méthodes d'analyvse des aflatoxines

Trois types de méthodes ont été¢ développés pour la détection ¢t le
dosage des aflatoxines:

- les méthodes Biologiques
- les méthodes Chimiques
- les méthodes Immunochimiques.

Les premiéres méthodes développées pour la détection des
aflatoxines (méthodes biologiques) étaient basées sur la réponse de 'animal
vis-a-vis de différentes doses de toxines administrées (19 e, 73 f). Les tests
biologiques sont malhcurcusement qualitatifs, au micux, semi quantitatifs, Iis
sont longs a exécuter dans les analyses de routine ; cependant, ils scrvent
encore de nos jours comme tests de confirmation.

Apreés lisolement, la purification et la caractérisation des
aflatoxines, les méthodes d'analysc physico-chimiques ont été tres vite
développées. Les tests chimiques c¢t immunochimiques sont tres utiles dans les
analyses de routine telles que les contrdles de qualité et les travaux
d'inspection. IIs sont généralement rapides, moins colitcux, plus spéciliques ct
plus reproductibles que les tests biologiques, souvent plus sensibles (73 f).

Des techniques variées de dosages quantitatifs ont été développées
pour l'estimation des teneurs en aflatoxines : Chromatographie sur Couche
Mince (CCM), Chromatographie sur Couche Mince Haute Performance
(CCMHP), Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP), méthodes
fluorimétriques (18, 19 e, 27, 30, 43, 50, 60, 73 f, 75, 82, 98, 99, 109, 112,
113, 114, 120).

Certaines techniques de CCM, développées depuis 1960 sont
largement utilisées de nos jours ; mais c'est la méthode CLHP qui est de plus
en plus utilisée parce que plus sensible que la méthode CCM, et surtout lorsque
de hauts degrés de résolution sont requis. L'introduction des méthodes de
dosage en minicolonnes vise beaucoup plus l'efficacité¢ en méme temps que la
haute capacité de résolution. Le développement, ces dernicres années, des
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méthodes ELISA (Enzyne Linked Immunosorbent Assay), permet de réduire
encore plus le temps d'analyse tout en gagnant en spécificité avec l'usage des
anticorps monoclonaux (4, 18, 19 e, 23, 24, 25, 30, 57, 83, 88, 100).

Avec la panoplie de méthodes de dosage actuellement disponibles,

il est possible de choisir telle ou telle méthode, en fonction des objectifs
POUrsuivis.

2.8. - Surveillance de l'infestation par Aspergillus flavus et

de la contamination par les aflatoxines dans les produits
alimentaires.

Une des voies possibles pour lutter contre incidence des
aflatoxines dans la santé humaine ct animale, ¢t limiter fes pertes ¢conomigues
lides a la détérioration des produits de la récolte par les champignons
toxinogenes est la surveillance de l'infestation et de la contamination.

La surveillance de la contamination par les aflatoxines commence
au niveau du champ et se poursuit dans l'entretien des produits de la récolte, la
commercialisation, le stockage, la transformation et enfin au niveau de la
consommation (73 g, 120).

Les pratiques culturales et l'utilisation de produits chimiques
(pesticides et insecticides) sont des procédés de surveillance dits préventifs; les
mesures curatives s'intéressent a l'isolement et la ségrégation des produits
toxiques, et a la recherche de méthodes de détoxification. La recherche de
vari€tés résistantes constitue une autre composante essentielle de tout systeme
intégré de surveillance de la contamination par les aflatoxines.

2.8.1. - Mesures préventives

2.8.1.a. - Controles culturales

Pour é€tre effectif, le controle de la contamination par les
aflatoxines au niveau des cultures (arachide par exemple), doit prendre en
considération tous les facteurs agronomiques ct environnementaux qui
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influencent l'infestation des semences par les champignons toxinogeénes. Ces
facteurs varient d'une localité a l'autre et d'une saison a l'autre au sein d'une
méme localité. La contamination par les aflatoxines peut de ce fait survenir au
cours des périodes pré-récolte, post-récolte ou péri-récolte (19 e, 59, 63, 67,
73 g, 92, 101).

2.8.1.b. - Controles chimiques

Plusieurs tentatives ont ét€ menées pour contrdler ou réduire
lI'infestation des semences par Aspergillus flavus et/ou Aspergillus parasiticus,

par application de fongicides aux semis, durant les cultures ou encore apres
récolte (19 e, 28, 35, 51, 56, 73 g, 121).

2.8.1.c. - Controles biologiques

Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus sont souvent
rencontrées, en association avec d'autres champignons au niveau des gousses et
des semences de produits tels que l'arachide. Des hypotheses basées sur de
telles observations stipulent que les interactions entre champignons
compétissant pour un méme substrat peuvent dans certaines conditions
environnementales, limiter l'invasion des champignons toxinogeénes ; c'est
le cas de l'interaction entre Aspergillus niger ct Aspergillus flavus (19 e, 35,
73 g, 119, 121).

2.8.2. - Résistance génétique a l'invasion et a la
production d'aflatoxines par Aspergillus flavus

Le probleme de la contamination par les aflatoxines peut Etre
résolu par l'utilisation de cultivars présentant une immunité vis-a-vis de
l'infestation par les champignons toxinogenes, ou vis-a-vis de la production
d'aflatoxines. Des différences génétiques quant a la susceptibilité du mas et de
I'arachide a Aspergillus flavus ont été rapportées ; mais le développement de
germplasmes résistants est encore au stade primaire (14). Actuellement, aucune
résistance génotypique vis-a-vis de la production des aflatoxines n'est connue
(19e,42,52,70,71,73 g, 78,79, 89, 117, 118).
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2.8.3. - Séorégation et détoxification

Les produits destinés a la consommation humaine peuvent contenir
des teneurs en aflatoxines au-dela des limites acceptables ; mais dans le cas de
l'arachide par exemple, toutes les graines ne sont pas contaminées et il est
possible de reconnaitre et de séparer les graines toxiques des graines saines

(93).

2.8.3.a. - Méthodes _phyvsigues de séparation

Ces méthodes constituent la principale source de décontamination
de l'arachide dans les industries de transformation. Elles sont basées sur des
caractéristiques telles que la couleur et la taille des graines (73 g, 74).

Le triage manuel ou ¢électronique de graines d'arachide
contaminées, permet une réduction notable des teneurs en aflatoxines.

Cependant, ces procédés ne permettent pas une décontamination complete
(19 e, 80).

2.8.3.b. - Méthodes phyvsiques de_ détoxification

Les aflatoxines sont stables jusqu'a leur point de fusion qui se situe
autour de 250°C. Le chauffage en atmosphere seche n'est pas particulicrement
efficace, mais en milieu liquide et par autoclavage, il est possible d'obtenir des
réductions significatives de la teneur en aflatoxines (11, 19 e, 73 g). Les
différents types d'aflatoxines ne résistent pas de la méme facon 2 la chaleur ;
I'AFB7] serait plus thermostable que 'AFG1 (73 g). Le probleme rencontré
dans l'inactivation des aflatoxines par la chaleur, dans les produits, est que ce
procédé peut affecter la qualité des protéines et/ou la disponibilit¢ de la lysine
lorsque le temps d'inactivation est prolongé.

Les rayons Ultra Violets (UV) et les radiations gamma permettent
la réduction des teneurs en aflatoxines dans certains cas, mais pas dans celui de
I'arachide (19 e, 21, 66, 73 g, 102, 105). Par contre, plusieures études
montrent que les radiations solaires détruisent de manicre significative les
aflatoxines dans 'huile.
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2.8.3.c. - Méthodes biologiques de détoxification

Plusieurs micro-organismes (champignons, actinomycetes,
bactéries et algues) ont été testés pour leur capacité de détruire ou de
transformer les aflatoxines (19e, 46). Flavobactérium aurantiacum (NRRL B -
184) s'est avérée efficace dans 1'élimination des aflatoxines en solution et dans
des préparations de lait a base d'arachide (46, 95). Le probleme réside dans
l'adoption de cette technique comme moyen de détoxification des produits et
sous produits de 1'arachide.

2.8.3.d. - Méthodes chimiques de détoxification

Des produits chimiques variés ont été testés pour leur capacité de
dégrader ou d'inactiver les aflatoxines parmi lesquels : les acides, les bascs, les
aldéhydes, les bisulfites, les agents oxydants et des gaz (8, 9, 13, 15, 16, 38,
64, 90, 95, 103, 104, 115). De tous les procédés chimiques, I'ammoniation
(traitement a 'ammoniac/que) serait le plus efficace dans la réduction des taux
d'aflatoxines dans les produits (19 e, 73 g). Le mécanisme de I'ammoniation
consiste a la conversion des aflatoxines en produits dérivés moins toxiques.

Les produits chimiques peuvent €tre utilisés comme moyen de
détoxification lorsqu'ils répondent aux criteres fixés par la conférence de
Natrobi (FAO/OMS/PNUD 1977) sur les mycotoxines (73 g) ; ces criteres
sont : |

a) Les procédés utilisés doivent détruire ou inactiver les toxines

b) lls ne doivent produire ni laisser des résidus toxiques ou cancérigenes
dans les produits finis.

¢) lls doivent pouvoir détruire les spores et mycélium des champignons
pouvant proliférer par la suite et produire des aflatoxines.

d) Ils doivent préserver la valeur nutritive et organolcptique
des produits.



31

e) Enfin, ces procédés ne doivent altérer de manicre signilicative,
les propri€tés technologiques importantes des produits.

L'un des nouveaux axes de recherche en matiére de détoxification
dans le domaine des aflatoxines est la détoxification in situ par l'utilisation de
produits chimiques alimentaires qui alterent la réponse normale du
métabolisme des Mammiféres vis-a-vis des aflatoxines (19 ¢).

Des facteurs chimiques variés, incluant les composés nutritionnels
(protéines alimentaires, acides gras, agents lipotrophiques, vitamines et traces
de métaux), les antibiotiques et d'autres facteurs chimiques, peuvent interagir
pour modifier l'effet des aflatoxines chez les animaux. De récentes découvertes
montrent que le butyl-hydroxyanisol (BIHA) augmente la résistance & T'effet
carcinogene des aflatoxines chez le rat par stimulation de l'activité glutation S-
transférase ; cet enzyme réduirait la liaison de l'aflatoxine B1 a I'ADN en
augmentant la complexation glutation-AFB1 - époxyde (19 e).
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CHAPITRE II - MATERIELS ET METHODES
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1. - ECHANTILLONNAGES

Les échantillonnages ont été effectués en fonction des objectifs
d'études poursuivis:

1.1. - Evaluation de la contamination

Des échantillons de graines d'arachide de deux variétés locales
(Boanga et Wobgo), ont été fournis par les laboratoires d'Entomologie et de
Phytopathologie de la Faculté des Sciences et Techniques de I'Université de
Ouagadougou. Ils proviennent de la récolte 1989-1990.

La variété Boanga est une variété a cycle court (90 jours), cultivée
essentiellement dans les régions Centre, Est et Nord du Burkina Faso. La
vari¢t€ Wobgo est de 120 jours, et est cultivée dans les régions Ouest et Sud du

pays.

Au total, 56 échantillons de graines d'arachide (28 de chacune des
deux variétés) ont été utilisés pour cette étude. Ces échantillons constituent en
réalité des sous €chantillons (250 g chacun), de 26 échantillons (1000 g) issus
de 26 parcelles de 216 m2 chacune; ils n'ont subi aucun traitement chimique et
proviennent d'une méme date de récolte. Les échantillons de la variété Boanga
proviennent de la station de Gampela (Ouagadougou); ceux de la variété
Wobgo proviennent de la station de Léo (Sud du Burkina Faso).

Des échantillons de produits a base d'arachide (pétes d'arachide,
marba tigue, arachide sucrée), ont été prélevés sur différents marchés de la
ville de Bobo Dioulasso (Sud-Ouest du Burkina Faso) en Mars 1991. Vingt six
échantillons (200-300 g chacun) dont 13 échantillons de marba tigue et
d'arachide sucrée confondus et 13 échantillons de pites d'arachide ont été
utilisés.

Des échantillons de pates d'arachide de la CITEC (Consortium
International de Technologie), conditionnées en boites de 500 g, ont été
prélevés dans des alimentations de la ville de OQuagadougou ct servent
d'échantillons témoins. Trois échantillons témoins ont été utilisés dans cette
étude.
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1.2. - Evolution des parametres physico-chimiques au
cours du stockage

Vingt cing échantillons de graines d'arachide, soit 13 échantillons
pour la variété Boanga et 12 pour la variété Wobgo ont €té utilisés. Ces
échantillons proviennent des parcelles ci-dessus décrites (§ 1.1.).

1.3. - Cancer primitif du foie et aflatoxines

Quinze échantillons de pites d'arachide provenant de
I'échantillonnage effectué & Bobo Dioulasso ont été utilisés pour cette étude.

2. - CONDITIQONS DE CONSERVATION

Tous les échantillons sont conditionnés dans des sachets plastiques.

Les échantillons utilisés pour I'évaluation des teneurs en
aflatoxines et du cancer primitif du foie, sont broyés et stockés a -20°C. Ceux
utilisés dans I'étude au cours du stockage, de 1'évolution des parametres
physico-chimiques et de la production d'aflatoxines sont stockés a température
de salle (25-27°C). La température ambiante et I'humidité Relative (HR) sont
relevées quotidiennement et a heures fixes (8h. et 16h.). Les différentes
analyses (matiere grasse,"protéihes totales, glucides totaux, teneur en eau,
aflatoxines totales) sont effectuées tous les 6 mois, a partir de fractions
aliquotes des échantillons stockés. La période de stockage est de 12 mois.

3. - DETERMINATION DE LA TENEUR EN EAU

Cing grammes de 1'échantillon 4 analyser sont pesés a 0,001 pres,
dans une boite de pétri préalablement tarée, et disposés a 1'étuve a 103°C pour
dessiccation, jusqu'a I'obtention d'un poids constant.
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La teneur en eau est donnée par la relation :
% eau =_Mo-M x 100
Mo
Mo = poids initial de 1'échantillon
M = poids de 'échantillon apres dessiccation.

4. - DETERMINATION DE LA MATIERE GRASSE

L'extraction de la matiére grasse est réalisée selon la méthode par
extraction directe (5), avec comme solvant d'extraction l'éther de pétrole.

Le pourcentage de la matiere grasse dans l'échantillon est donné
par la relation :
% M.G.=_M__x100
P.E.
M = poids de la mati¢re grasse
P.E. = prise d'essai de I'échantillon.

5. - DETERMINATION DE LA TENEUR EN PRQTEINES
TOTALES

Les teneurs en protéines totales sont détermin€es d'aprés la
méthode de Kjeldalh (6), par dosage de l'azote total dans les échantillons. La
teneur en protéines totales est déterminée par multiplication d'un coefficient
¢gal & 5,46 a la teneur en azole, pour tenir compte du taux d'azote dans les
protéines de l'arachide qui est de 18 %.(108)

6. - DOSAGE DES GLUCIDES TOTAUX

Les glucides totaux sont dosés par l'orcinol sulfurique selon la
méthode décrite par Montreuil et Spik (76).
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7. - DETERMINATION DE LA CAPACITE D'ABSORPTION EN EAU
DES GRAINES

Cinquante grammes de graines d'arachide sont mis a tremper dans
un bécher contenant 200 ml d'cau distillée pendant 5 mn. Les graines sont
ensuite ¢gouttées pendant 5 mn, puis pesées. La capacité d'absorption en eau est
déterminée par la relation :

CA. = M -My x 100
Mo
M = poids des graines aprés S mn de trempage
Mo = poids initial des graines.

N.B : La capacité d'absorption en eau, qui est le pourcentage d'cau absorbée

par rapport au poids initial des graines est limitée par le temps
de trempage.

8. - EXTRACTION ET DOSAGE DES AFLATOXINES

L'extraction et le dosage des aflatoxines sont réalisées soit selon La
meéthode par Chromatographie sur Couche Mince (CCM), soit selon la
méthode immunoenzymatique (méthode de type compétitif) utilisant les kits
TRANSIA (113).

8.1. - Dosage immunoenzymatique de 'aflatoxine B1

*Principe

Les solutions d'échantillons supposés contaminés par les
aflatoxines sont distribuées dans les puits d'une plague de microtitration
préalablement sensibilisée 3 'AFB] de manigre irréversible et sont alors mises
en contact avec une quantité déterminée d'anticorps monoclonal couplé a la
peroxydase.
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Lorsque les aflatoxines sont présentes dans I'¢chantillon, clles se
lient a 'anticorps et empéchent, selon une réaction de compétition, la haison de
cet anticorps a l'aflatoxine fixée sur la plaque. Le complexe anticorps-
aflatoxine libre est ¢liminée lors du lavage,

Dans les limites du test, la quantité d'anticorps qui se fixe a
I'antigéne porté par la plaque est inversement proportionnelle a la quantité
d'aflatoxines contenues dans I'échantillon. Cette fixation d'anticorps est mise en
évidence par l'activité de l'enzyme couplée, révélée par l'apparition d'un
produit coloré, résultant de la dégradation du substrat.

Ainst, plus la quantit¢ d'aflatoxine cest grande dans I'échantillon,
plus l'intensité de la coloration dans les puits de la plaque de microtitration est
faible.

*Extraction
['extraction cst basée sur la propriété de solubilité des aflatoxines
dans les solvants organiques (chloroforme, méthanol, acétone...).

['échantillon alimentaire doit étre dégraissé ct réduit en poudre
fine a l'aide d'un broyeur, avant son extraction.

Vingt grammes de poudre d'€chantillon sont pesés a 0,001 pres, et
mis ¢n contact a température ambiante avec 60 ml d'un mélange méthanol/eau
(80:20). La suspension obtenue est homogénéisée pendant 3 mn a grande
vitesse et filtrée a travers du papier Whatman n©1 ou équivalent. Les premiers
millilitres sont éliminés et 5 ml d'extrait sont récupérés dans un tube de 10 ml.

NDB : Sculs les extraits méthanoliques peuvent Ctre directement utilisés pour
la réaction immuno-cnzymatique. Dans le cas ot d'autres solvants
organiques sont utilisés pour l'extraction, ils scront ¢liminés par
évaporation.
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Pour ce faire, et afin de travailler toujours avec les mémes
proportions de poids sec d'échantillon et de volume de solvant, I'extrait obtenu
sera traité de la fagon suivante :

- prélever un volume V (ml) d'extrait dans le solvant organique choisi;
- évaporer a sec, en dessiccateur sous vide, ou sous courant d'azote ;

- soit X (ml), le volume de solvant utilisé pour extraire 1 g d'échantillon
solide, le volume de reconstitution (Vr) de l'extrait est donné par la relation
suivante :

Vr=_3V_ (ml)
X

- solubiliser le résidu d'évaporation avec un volume de methanol ¢gal a
0,8 Vr, puis ajouter un volume d'eau égal'a 0,2 Vr.

Quelle que soit la méthode d'extraction choisie, les extraits
méthanoliques seront dilués au 1/3 a l'aide d'un tampon de dilution.

*Test ELISA

Réactifs du kit

solutions étalons AFB] prétes-a-l'emploi :
solution & 0,5 ppb
solution a 1,0 ppb
solution a 2,0 ppb
solution a 5,0 ppb

témoin négatif ‘

solution A : tampon de dilution des extraits au [/3

solution B : tampon de dilution des extraits au 1/15; 1/75 et 1/375
conjugué prét-a-lI'emploi

- tampon de lavage 10x

- substrat

- chromogene

- solution d'arrét: H2SO4

- plaque de microtitration & 'AIFB] (96 puits)

!
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Le kit TRANSIA permet un dosage des aflatoxines a la fois & des
taux élevés ou a de faibles taux de contamination.

La sensibilité du test varie en fonction de la dilution de l'extrait

employée (tableau II.1).

Tableau II.1. : Sensibilité du test ELISA du kit TRANSIA en fonction de
la dilution de l'extrait employdée.

dilution de l'extrait sensibilité du test en ppb
1/3 1210
1/15 5a50
175 25 a 250
1/375 125 a 1250

*Mode opératoire

Afin de réaliser le test dans les conditions optimales, les réactifs
doivent étre ramener a la température ambiante.

Distribution de I'étalon AI'B] et des extraits d'¢chantillons

étalon AFB]
Les solutions étalons AFB1 sont distribuées de la maniere suivante:
- témoin négauf (0 % d'inhibition)

Déposer 50 ml de témoin négatit dans les puits Al, AZ.
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- étalon AFB1

Déposer : 50 pl du 0,5 ppb dans les puits A3, A4
50 ul du 1,0 ppb dans les puits AS, A6
50 pul du 2,0 ppb dans les puits A7, A8
50 pl du 5,0 ppb dans les puits A9, A10

Extraits

Le taux de contamination en aflatoxines peut varier
considérablement selon le type d'échantillon et son origine. Lorsque le niveau
de contamination est inconnu, des dilutions en série au 1/5 permettent d'obtenir
une gamme de concentration de 1 a 1250 ppb.

Cinquante microlitres des extraits dilués sont distribués dans les
puits en dupliqué.

Distribution du conjugué

Cinquante microlitres de la solution de conjugué sont déposés dans
chaque puits. La plaque est ensuite incubée pendant 20 mn a température
ambiante.

Chaque puits de la plaque est alors lavé quatre fois avec 300 ul de
la solution de lavage diluée. L'excédent de tampon de lavage est éliminé en
retournant la plaque sur un papier filtre et en la sccouant.

Révélation de I'anticorps lié a 'antigéne {ix¢ sur la plaque :

distribuer 50 pl de substrat dans chaque puits ;
distribuer ensuite 50 pl de chromogene dans chague puits ;

- faisser incuber 20 mn & température ambiante ;
arréter la réaction en ajoutant 50 ul de la solution d'arrct.

1

Tapoter légtrement la microplaque pour bien homogénéiser les
solutions présentes dans les puits. ‘
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Lecture

Lire la Densité Optique (DO) dans chaque puits & 450 nm a l'aide
d'un lecteur de plaque de microtitration.

*Résultats
Courbe étalon

Les différentes quantités de solution étalon AFB1 déposcées sur la
plaque permettent 'établissement d'une courbe :

- calculer pour chaque concentration de la solution étalon, la moycnne
des deux absorbances ;

- calculer le pourcentage d'inhibition comme suit :

Absorbance (témoin négatif) - Absorbance ((AFB1) ppb)
Absorbance (témoin négatif)

(AFB1) ppb = 0,5 ppb; 1,0 ppb ; 2,0 ppb ; 5,0 ppb.

- tracer la courbe étalon sur la feuille de papier semi logarithmique
(Annexe 2) : % inhibition = f ((AFB]) ppb).

Extraits

- caleuler pour chaque extrait, la moyenne des deux absorbances ;
- calculer le pourcentage d'inhibition comme suit :

Absorbance (témoin négatif) - Absorbance (50 ul extrait) x 100
Absorbance (t¢moin négatif)

Seules les valeurs du pourcentage d'inhibition situces sur la partie
linéaire de la courbe €talon sont a pendre en considération (entre 15 ct 60 %
environ).
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Pour toutes les valeurs comprises dans cette intervalle, 1l est
possible de déterminer la quantité d'aflatoxines donnant le méme pourcentage
d'inhibition d'apres la courbe étalon.

Les résultats sont obtenus avec le maximum de précision lorsque

les valeurs du pourcentage d'inhibition obtenues sont comprises entre 25 et
50 %.

L.a concentration en aflatoxines de 1'échantillon est déterminée de
la maniere suivante :

échantillon de dilution 1/3

[La concentration en aflatoxines de I'é¢chantillon est dircciement
obtenue avec la droite étalon (résultats en ppb).

échantillon de dilution autre que 1/3

[La concentration en aflatoxines de ['échantillon est obtenue en
multipliant le résultat obtenu avec la droite étalon par le facteur de dilution
(15,75 ou 375), et en le divisant par 3.

NB : Le kit TRANSIA permet le dosage des atlatoxines dans les céréales,
les graines oléagmeux et les aliments dériveés et composcs.

Le seuil de détectabilité du test pour 'AFB | est de 0,055 ng/ml en

solution, et égale a 0,5 ppb dans les aliments sclon le protocole d'extraction
choisi.

8.2. - Dosage des aflatoxines par Chromatographie sur
Couche Mince (CCM)

L'extraction et le dosage des aflatoxines par CCM sont réalisés
selon une technique préconisée par 'AOAC (Association ol Official Analytical
Chemists), pour le dosage des aflatoxines dans les céréales et les arachides de
bouche (5).
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Cette méthode a été modifiée en ce qui concerne la détermination
de la quantité¢ d'aflatoxines ; au licu d'une estimation visuelle par référence aux
¢talons d'aflatoxines, ou d'une estimation densitométrique apres la CCM, des

mesures spectrophotométriques sont effectuées a 363 nm, a partir des spots
d'AFB1 récupérés dans deux millilitres de chloroforme.

La teneur en aflatoxines totales est alors exprimée en €quivalent
ppb AEB], a partir d'une courbe étalon d'AFB1 d'équation Y = 0,07 X.

9. - CULTURE CELLULAIRE

9.1. - Obtention _de la souche d'Aspergillus_ flavus,

La souche d'Aspergillus flavus utilisée dans ce travail a été
obtenue a partir de champignons ayant poussé sur des graines d'arachide
mouillées et incubdes a I'¢tuve & 30°C. Le clonage est réalisé sur milicu de
Czapek (61) ; chaque colonie de champignon issuc de la premicre culture subi
un repiquage en points, par épuisement. La derniere colonie ayant poussée
constitue une souche pure. La détermination systématique est faite d'apres la
méthode décrite par Christensen M. (22).

9.2. - Obtention _de spores et production d'aflatoxines

Le champignon est mis en culture sur milieu de Czapek par
repiquage en stries, et incubation a ['¢tuve (28-30°C) pendant 10 jours. Les
conidies sont alors récoltées dans de l'eau distillée stérile contenant 0,1 % de
Tween 80 (104), et sont centrifugées a 4500g pendant 20 mn. Le culot
contenant les spores est resuspendu dans de I'cau distillée et centrifuge de
nouveau a 4500g pendant 20 mn. Cette dernicre opération est reprise trois
fois. Le culot cellulaire est finalement récupéré dans 5 ml d'eau distillée. Le
nombre de spores par millilitre est déterminé par un comptage a la cellule de
Thomas.
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La production d'aflatoxines est réalisée en milieu de Reddy (94),
dans des flacons erlenmeyer de 250 ml. Chaque flacon contenant 100 ml de
milieu stérile pH 4,5, recoit la suspension de spores de fagon a ce que la
concentration finale soit de 105 spores/ml. Les cultures sont incubées a 1'étuve
a 28-30°C pendant 8 jours. L'extraction et le dosage des allatoxines se font
d'apres la méthode immunoenzymatique TRANSIA.
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CHAPITRE III. - RESULTATS ET DISCUSSIONS
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1. - EYALUATION DE 1LA CONTAMINATION DE L'ARACHIDE ET
DES PRODUITS DE I'ARACHIDE PAR LES AFLATOXINES

Introduction

L'objectif poursuivi a travers cette étude est d'obtenir des
informations sur le degré de contamination des différents produits a base
d'arachide par les aflatoxines, et sur les différents types d'aflatoxines présents
dans ces produits. Ces données, obtenues a partir de dosages quantitatifs et
qualitatifs, permettront d'une part, d'apprécier l'incidence du degré de
contamination sur la santé humaine, et d'autre part, d'avoir une idée sur
l'espece de champignon aflatoxinogéne qui prévaut dans l'attaque de l'arachide
au Burkma Faso. Par ailleurs, les résultats issus de cette ¢tude permettront
d'onienter les recherches vers des méthodes mieux adaptées a la conservation
des produits de l'arachide.

Résultats

L'analyse qualitative a été effectuée par CCM d'extraits
chloroformiques d'échantillons de grames d'arachide (figure. TH.1).

L'analyse quantitative des aflatoxines a ¢ét¢ cffectuée sur des
échantillons de graines d'arachide, de pates 'd'arachide, de marba tigue et
d'arachide sucrée.

Les résultats de l'analyse quantitative sont présentés dans les
tableaux UL1 , 1112, figure [11.2., et tableau [11.3..
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Figure. I1I 1. : Chromatographie sur couche mince d extrait chloroformique de graine
d'arachide
A - Piste de standard d’aflatoxines B1, B2, G1 et G2 (10 pg/ml ; dép6ts de 20
pl)
B -  Piste d'extrait de graine d'arachide (dépots de 300 ~ Solvant de migration :
chloroforme-Acétone-isopropanol-ecau 98/2/1/1

Rf. étalons Rf. échantillon
AFB1 =042 AFB1=043
AFB2 =0,37 AFB2 =0,37
AFG1 =0,32 AFG1 =0,34

AFG2 =0,27 AFG2 =0,29
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Tableau III.1. :Teneurs en aflatoxines dans des échantillons de graines

d'arachide de deux variétés locales Boanga et Wobgo.

Variété Boanga Variété Wobgo
Aflatoximes (ppb AI'B ) Aflatoxines (ppb AFB )
64 £ 6 204 £ 2
121 t 2 346 £t 7
407 + 3 417 t 2

37 S 53 b6
04 £ 1 48 + 5
116 = 11 167 + 4
79 + 1 318 + 6
167 £ 1 39 £ 4
42 R 5 oo
176 + 4 154 + 4
38 1 19 £ 2
94 + 4 109 £ 3
11 + 1 136 + 2
136 + 4 147 + 4
322 + 2 919 t 8
89 £ 8 141 + 2
497 0 376 £ 5
55 + 5 094 + 16
137 + 1 641 + 14
79 + 4 264 + 2
46 £ 1 506 £ 5
104 + 2 115 t 5
22 + 3 509 2
149 + 2 279 t 0
112 + 0 156 + 4
407 + 3 262 4 L
124 06 101 * |
174 + 3 | 116 £ 1

Moyenne + écart type = 1382 + 123,3 Moyenne + écart type = 260,4 £ 230,0

Résultats obtenus sur des essais réalisés en triple.
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Tableay 1TL2, « Répartition des teneurs en aflatoxines totales par classes

de 30 pe/ke.
Classe | (-30 rl-(»(\ O1-90 101120 J 1211500 1ST-180) 181-21¢ 21]»7ﬂ241271 2704
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NB : AF = aflatoxines ; Var. = variété

Figure 11,2 : Courbes de répartition des teneurs en aflatoxines totales dans
les échantillons des deux variétés (Boanga et Wobgo) par

classes de 30 ppb.
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Tableau 111.3 : Teneurs en aflatoxines dans des produits a base d'arachide
(Marba tigue¢ + arachide sucrée, pates d'arachide).

Cacahuetes + Arachide sucrée ' Pites d'arachide
Aflatoxines (ppb AFB1) Aflatoxines (ppb AFB1)
160 + 3 489 + 3
594 * 7 386 * 3
198 + 3 238 i+ 2
604 * 5 169 + 2
474 + 2 142 £ 3
269 + 8 335 * 5
678 + 10 559 + 4
129 + 2 311 * 4
183 1 4 258 + 3
125 + 2 407 + 5
144 + 1 166 + 3
616 * 5 132 + 2
456 + 3 117 + 3
Moyenne + €cart type = 356 £ 217 | Moyenne + écart type = 285 * 144

Résultats obtenus sur des essais réalisés en double.
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Discussion
* De l'analyse qualitative.

L'analyse par CCM des extraits chloroformiques de graincs
d'arachide (cf. figure III.1.) montre la présence dans les extraits, des quatres
principaux types d'aflatoxines (B, B2, G1 et G2). Les aflatoxines B1 et B2
qui sont bleu fluorescent en U.V. sont produites par les souches toxinogenes de
Aspergillus flavus, tandis que les aflatoxines G1 et G2 (vert fluorescent)
seraient produites par les souches toxinogenes de Aspergillus parasiticus, qui
produiraient en outre, les aflatoxines B et B2 (106). Il existe donc au Burkina
Faso, les deux especes de champignons toxinogenes sans qu'on puisse, dans
I'é¢tape actuelle des recherches juger de la prévalence de l'une ou de l'autre
espece.

* De l'analyse quantitative des ¢échantillons de graines
d'arachide.

L'analyse quantitative des aflatoxines montre, au niveau des
¢chantillons de graines d'arachide, (cf. tableau II1.1., II1.2. ¢t figurc 111.2.) que
7 % et 3,5 % des échantillon (resp. pour les variét¢s Boanga et Wobgo),
présentent des tencurs en aflatoxines inféricures a la limite autorisée de
30 ug/kg; 14 % et 43 % de ces échantillons ont des teneurs supcrieures au seuil
de toxicité de 250 ng/kg.

Par ailleurs, on note a travers les résultats, des différences
significatives de tencurs intravariétales et intervariétales.

Les fortes teneurs en aflatoxines observées de manicre générale
dans les produits, seraient ducs au développement des champignons
aflatoxinogences dans les graines au cours du stockage ; plusicurs auteurs font
en cffet état de l'altération physique, suivie d'unc augmentation des teneurs en
aflatoxines dans des échantillons d'arachide au cours du stockage (19 ¢, 35, 30,
66, 107, 121) : les échantillons utilisés dans cette ¢tude n'ont ¢té analysés
qu'apres une période de stockage de 7 mois dans des sachets plastiques.
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Les différences de teneurs intravariétales qui sont de 486 pg/kg
dans la variété Boanga ct 900 pg/kg dans la vari¢té Wobgo (différences entre
les teneurs extrémes), s'expliqueraient par I'hétérogénéité des échantillons de
chaque variété a la récolte ; les gousses d'arachide €tant de qualités physiques
différentes, les différents lots d'arachide n'auront pas la méme teneur initiale
en aflatoxines méme s'ils appartiennent a une seule variété.

Les différences de teneurs intervariétales (122 pg/kg en moyenne
entre les deux variétés), proviendraient de la texture ct des composantes des
enveloppes des graines de chaque variété ; les échantillons de la variété Wobgo
sont dans l'ensemble plus contaminés que ceux de la variété Boanga. (figure
11.2.). Si T'on considere les ¢chantillons ayant des teneurs en aflatoxines au-
dela du seuil de toxicité de 250 pg/kg, le rapport entre la variété Boanga ct la
varict¢ Wobgo est égal a 0,4 (différence entre les ¢chantillons les plus
contaminés). Les échantillonnages ont pourtant ¢té effcctués de mantere
alCatoire, et les conditions de conscrvation sont identiques.

Des études menées par d'autres auteurs (35, 53) ont montré que la
résistance de certains cultivars d'arachide a la contamination par les
aflatoxines, ou a l'invasion des champignons aflatoxinogénes était liée a des
facteurs tels que, 'arrangecment compact des cellules du tégument, la moindre
tendance de la graine a réabsorber l'eau apres séchage, la haute concentration
en lignine et en composés phénoliques entre les cellules du tégument.

Les différences de tencurs en aflatoxines entre les deux variétés de
la présente ¢tude, pourraient étre liées aux facteurs sus cités.

D'autre part, l'invasion des gousses par Aspergillus flavus et
Aspergillus parasiticus pouvant s'effectuer avant la récolte, ces différences de
tencurs peuvent ¢tre hices aux conditions cnvironnementales (R,
températurc), et donc aux sites culturaux. La pluviométrie annuelle varie entre
900 - 1300 mm pour la région de Léo, et 500 - 950 mm pour la région de
Ouagadougou.
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* De l'analyse quantitative dans les produits de l'arachide.

Les résultats de l'analyse quantitative des aflatoxines dans les
produits de l'arachide (cf. Tableau 1IL.3), montrent que tous les ¢chantillons
analysés ont des teneurs supéricures a la limite autorisée de 30 pg/kg.
Cinquante quatre pour cent des échantillons possedent des teneurs au-dela du
seuil de toxicité. D'autres analyses effectuées sur des échantillons de pates
d'arachides de préparation locale dont les graines ont subi un triage préalable,
montrent des teneurs en aflatoxines nettement plus faibles ¢t dans la limite
acceptable (Tableau II1.4).

Tableau IIl.4. : Teneurcen aflatoxines dans des échantillons de pates
d'arachide de la CITEC, ¢t dans des ¢chantillons de pites
d'arachides de préparation locale dont les graines ont subi
un triage préalable.

Pates d'arachide CITEC

Pates d'arachide locales
avant triage

Pites d'arachide locales
apres triage

Aflatoxines(ppbAFB )

Aflatoximes(ppbAlFB 1)

Aflatoxines(ppbAFFB1)

2,8 £ 0,8 108 £ 4 45 £ 08
37 £ 0,2 112 £ 8 4,9 4+ 0,2
39 £ 05 1677 46 £ 0,5

Ces résultats montrent que le triage constitue un moyen de
décontamination efficace ; il est & conseiller comme pratique préalable a la
transformation des graines d'arachides en sous produits (pites d'arachide,
marba tigue...), pour limiter les risques d'intoxication.

Il faut toutefois noter qu'au niveau des pites d'arachide, les
habitudes culinaires au Burkina Faso permettent 'élimination d'une partie des
aflatoxines ; les pates d'arachide sont généralement utilisées dans la préparation
des sauces cuites. Une partie des aflatoxines pcut étre ¢liminée par la chaleur
de cuisson (13, 35, 39).
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Conclusion

Au Burkina Faso, les aflatoxines sont présentes dans 'arachides et
les produits de l'arachide, a des tencurs situées tres souvent au-dela de ta hmite

autorisée de 30 pg/kg, souvent au-deld du seuil de toxicité de 250 pg/kg.

Les quatre principaux types d'aflatoxines (B, B2, G1 et G2) se
rencontrent dans les produits de l'arachide contaminée, ce qui suppose la
présence dans l'environnement burkinabe¢, des decux principales especes de
champignons aflatoxinogenes (Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus).

Etant donné¢ l'importance de l'arachide dans I'économie et
l'alimentation burkinabe, des lois et/ou réglementations nationales sur la
limitation des teneurs d'aflatoxines dans ce produit sont nécessaires pour
préserver la santé humaine et animale.

Le triage des graines d'arachide contaminées avant leur
transformation en produits dérivés constitue un des premiers moyens,
praticables ¢t moins coliteux, de détoxification des produits contamings.

Des études plus orientées sont a envisager pour micux cerner les
différences intervari€tales de teneurs en aflatoxines (122 pg/kg) constatées
dans la présente. Cecci permettrait de déceler l'existence possible d'une
résistance a la contamination par les aflatoxines dans l'une des variétés
utilisées.

2. - EVOLUTION DES PARAMETRES PHYSICO-CHIMIOQOUES ET
PRODUCTION D'AFLATQXINES DANS DES GRAINES
D'ARACHIDES AU COURS DU STOCKAGE

Introduction

Des analyses qualitatives et quantitatives des atlatoxines cffectuées
dans des produits ¢t sous produits de Parachide (cf. Tableau L), 1l ressort
que les aflatoxines sont présentes dans l'arachide & des teneurs souvent situces
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au-dela du seuil de toxicité de 250 pg/kg. D'autre part, I'¢tude comparative sur
les teneurs en aflatoxines dans les deux vari€tés locales (Boanga et Wobgo),
montre qu'il existe des différences de teneurs intervariétales qui pourraient
étre li€es a des propriétés spécifiques a chaque variété. Par ailleurs, au cours
du stockage des graines d'oléagineux telles que les graines d'arachide, la
production d'aflatoxines s'accompagne d'une altération physique et d'une
baisse de la qualité nutritive (19 e, 35, 121).

L'objectif de la présente étude est d'obtenir des informations sur
I'évolution des parameétres physiques et chimiques dans la conscrvation de
I'arachide au Burkina Faso, d'apprécier I'évolution de ces parameétres et au
besoin, de préconiser de meilleurs conditions de stockage.

Par ailleurs, un suivi de l'évolution des parametres physico-
chimiques permettrait d'obtenir des informations sur la voie de biosynthese des
aflatoxines et sur certains facteurs de résistance (propres aux variétés), a la
contamination par les champignons aflatoxinogenes.

Résultats et discussions

Les échantillons utilisés dans cette étude sont constitués de graines
d'arachide fournies par les laboratoires d'Entomologie et de Phytopathologie
de la Faculté des Sciences et Techniques de I'Université de Ouagadougou. Au
total, 25 échantillons de graines des deux vari¢tés Boanga et Wobgo, ont été
utilisés.

* Constituants chimiques et production d'aflatoxines
Les résultats des analyses des teneurs en protéines, lipides, glucides

et aflatoxines effectuées sur les échantillons des deux variétés sont présentés
dans les tableaux 1115 et 111.6, et les figures 111.3. ct 111.4.



56

Tableau TILS, : Evolution des constituants chimiques et de la production d'aflatoxines
au cours du stockage dans des échantillons de graines d'arachide de la variét¢ Boanga.

Période de stockage Juin-Juil. 1989

Période de stockage Déc.-Janv. 1990

Période de stockage Juil.-Aolt 1990

Protéines Glucides hpides AFlat. Protéines Glucides lipides  AFlat Protéines Glucides lipides AFlat. |
(2%) (2%) (g%) (ppb AFB1) {9%) {g%) (e%)  (ppb AFBI) (29%) (2%) (g%)  (ppbAFBL)
26,7+£03 128%02 47,7*0,1 230 214 20,9 11,722 472+09 424 20,8 £0,6 8603 44604 462
286+04 150%203 43501 120 26404 136%13 434+%04 275 22810 100%£02 403%04 375
29502 17,7+ 06 477202 159 22007 142*1,7 46705 199 18,7204 10,5207 462%0,1 295
288 0,7 16302 44803 303 228208 118%*16 435%09 426 182204 102206 4223%0,1 685
220+02 18808 48402 109 206202 12411 48,1207 243 202207 11,6209 47721 362
21602 16907 481x0,1 152 223+ 10 146%1,5 47801 234 21,1 20,6 97113 46602 431
30502 142%10 462%02 71 231+03 133+09 442%09 140 20309 96 0,5 44108 265
20422 242%12 413%20,1 231 228%0,5 15813 406203 396 22004 157+ 04 40,1 208 734
276 £02 11,3203 478% 0,1 403 22802 107+£16 47,7%0,1 430 19.7 £ 0,3 74+09 47401 576
230203 14203 43502 144 218208 127216 42508 158 184 £ 0,1 95%04 40,1206 282
247+0,6 12,8%04 460%0,1 268 219+08 10412 453204 318 209 £ 04 8906 445+ 0,5 384
266 04 13202 45703 159 225202 122%1,0 445+%03 170 213 20,6 7,705 443%0,1 215
251203 133204 47401 121 22102 114%0,6 466%0,1 268 20,1 £ 04 9102 449+%08 382
269 26 154%34 460+ 2,2 198186 225% 14 127%£1,6 45223 291299 (204%173 9+ 21 441 £ 27 438 £165

Aflat.= Aflatoxines

Résultats obtenus sur des essais réalisés en triple.
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Tableau I11.6, : Evolution des constituants chimiques et de la production d'aflatoxines

au ours du stockage dans des échantillons de graines d'arachide de la variété Wobgo.

Période de s:ockage Juin-Juil. 1989

Période de stockage Déc.-Janv. 1990

Période de steckage Juil-Aodt 1990

Protéines Glucides lipides AFlat. Proté.nes Glucides lipides AFlat. Protéines Gluciizs linides AFlat
(g%) (g%) (%) ‘npb AFB1) () (8%) (g%) _ (ppb AFB1) (%) (0% {2%) (ppb AFBD)
225202 190219 354101 153 195207 14305 529202 230 17101 119+ .2 30604 782
18601 19,1207 482*02 130 157208 16517 45601 580 133+02 140% 2 2150%05 704
20,7202 184%12 525%0Z 157 16602 13306 49902 301 143208 106+:13 485%06 787
19110 17917 54102 199 158203 160x209%9 521%0,1 382 10007 126%:12 442%09 656
23004 12,804 48901 167 18305 103*07 485*03 191 16,4 £ 0,3 92+21 472204 609
200203 168%13 464 *0,1 65 17,1203 167*15 44101 103 16503 12205 436%03 386
184 02 163%£31 49803 339 151204 141%04 497201 3560 13304 12275 475202 971
199 +08 21808 47202 27 16404 213206 442%02 145 15202 14673 43801 236
230201 129%13 49501 126 21412 10205 480+%02 369 19,1 £ 0.2 92+ 286 462105 562
197 0,1 182+ 14 49903 152 16,1 203 126+*12 490+%0,1 207 145+02 107 19 47803 3523
26,7+02 140x27 49,1% 04 106 21217 122*0,7 474202 209 20,0203 10402 460 %05 276
201202 142%19 49704 156 198601 11908 497%0,2 280 160+ 03 10404 460%05 567
217+33 168+28 49924 14876 J177+22 141%31 484+29 2962 152 |155%+227 11319 464120 588 * 215

Aflat.= Aflatoxines

Résultats obtenus sur des essais réalisés en triple.
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Figure I11.3. : Evolution des constituants chimiques et de la production
d'aflatoxines au cours du stockage dans des ¢chantillons de
graines d'arachide de la variété BOANGA.
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Figure 1114, : Evolution des constituants chimiques et de la production
d'aflatoxines au cours du stockage dans des échantillons de
graines d'arachide de la vari¢té WOBGO
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Au cours du stockage, on note dans les deux variétés de graines
d'arachide, une baisse moyenne de 6 a 6,5 % et de 5.5 % respectivement pour
les protéines totales et les glucides totaux. La baisse des teneurs en lipides est
moins importante et est de 1,9 %, pour la variété Boanga et 3,5 % pour la
variété Wobgo.

La baissc globale des tencurs en protéines, glucides et lipides est
accompagnée d'une augmentation notable des teneurs en aflatoxines qui sont de
120 % pour les graines de la vari¢té Boanga, ct 300 % pour la vari¢té Wobgo,
pour les 12 mois de stockage.

Il existe, entre les deux vari¢tés de graines, unce diflérence dans
I'évolution des constituants chimiques et la production d'aflatoxines. La baisse
des teneurs en protéines et glucides est sensiblement égale dans les deux
variétés, mais celle des teneurs en lipides est moins importante dans la variété
Boanga (1,9 %) que dans la variété Wobgo (3,5 %). Corrélativement, la
production d'aflatoxines est plus importante dans la varié¢té¢ Wobgo que dans la
variété¢ Boanga.

Ces résultats montrent qu'il existe un impact certain de 'évolution
des teneur en protéines, glucides et lipides sur la production d'aflatoxines ; la
baisse des tencurs de ces constituants chimiques s'accompagne d'une
augmentation de la production d'aflatoxines. Ces résultats concordent avece les
données de plusieurs études déja réalisées sur les dynamiques du métabolisme
des hydrates de carbones, les activités enzymatiques de I'acide tricarboxylique
et la voie d'Embden-Meyerhof, la polycétone synthétase, le rdle des acides
aminés et l'influence du métabolisme des lipides sur la biosynthése des
aflatoxines (395, 55, 62, 87, 111, 121). L'altération des composantes chimiques
des graines s'accompagne d'une augmentation de la production d‘aflatoxines.

Dans le cas des graines d'arachide stockées, le métabolisme des
liptdes (lipoperoxydation notamment) semble &tre plus déterminant dans la
production des aflatoxines.
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* Teneur en eau, humidité relative et production d'aflatoxines

La température moyenne de stockage est d'environ 26°C ;
I'humidité relative moyenne de l'environnement de stockage est de 60 % entre
Juin et Juillet 1989; clle chute a 50 % cntre Décembre ct Janvier 1990, puis
remonte a 70 % entre Juillet et Aolt 1990. Les teneurs en eau des échantillons
évoluent dans le méme sens que 'humidité relative tout au long du stockage
(tableaux 1.7 et I11.8, et figures IIL5. et II.6.). Les teneurs en aflatoxines
quant a elles, vont croissantes du début a la fin de la période de stockage.
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Tableau II1.”: Evolution de la teneur en eau, de l'humidité relative et de la production
d'aflatoxines au cours du stockage dans des échantillons de graines d'arachide de la variété Boanga.

Période de <:ockage Juin-Juil. 1989

Période de stockage Déc.-Janv. 1990

Période de stockage Juil.-Aoht 1990

Teneur en eau FEumidité relative  AFlat. Teneur en eau Humidité relative  AFlat. Teneur en eau Humudité relative  AFlat.
(%) (%) (ppb AFB1) (%) (%) (ppb AFB1) (%) (%) (ppb AFBI)
3,2+0,1 230 12,0+0,1 424 {4,303 462
2,6 £0,1 120 11,6 £ 0,1 27513,4+0,1 375
2,702 159 120+0,1 199 13,8 £0,2 295
30£0,2 30312,6%0,1 426 13,4+0,1 685
34+0,1 10912,0 £ 0,1 243 13,2+0,1 362
3.0+04 60+ 5 15212,3+£0,2 50+ 5 234144 0,3 705 481
32+0,2 71 12,6 0,1 140 142 0,1 265
3,9+0,1 231 12,0+£0,1 396 13,8 £0,3 734
3,5+£0,3 403 12,0=x0,1 430 [4,0£0,1 576
3,0+ 0,1 144 (2,0 £ 0,1 158 13,2+0,1 282
2,9+0,1 268 12,0=%0,1 318 12,7 0,3 584
2,802 15912,0=x0,1 170 14,2 + 0,1 215
29+0,1 1211202 0,1 268 13,704 382
3104 198 £8612,1 0,3 29199 3,7£0,5 438 £ 165

Aflat..= Aflatoxines

Résultats obtenus sur des essais réalisés en triple.
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Tableau II1,8 : Evolution de la teneur en eau, de 'humidité relative et de la production
d'atlatoxines au cours du stockage, dans des €chantillons de graines d'arachide de la variété Wobgo.

Période de stockage Juin-Juil. 1989

Période de stockage Déc.-Janv. 1990

Période de stockage Juil.-Aott 1990

Teneur en eau Hurmidité reiauve  Akle: Teneur en eau Humidité relative AFlat. Teneur en eau Hurmdité relaive  AFlat.
(%) (%) (ppb A=31) (%) (%) (ppb AFB1) (%) (%) (ppb AFBI)
7,802 153 134+£0,3 230 16,1 £0,2 782
7,5+ 0,4 30(5,7+0,1 580 162 +0,1 704
81201 157144 +0,1 30115002 787
8,1+0,3 199 138+0,1 382 16,104 656
7,6 04 167 14,0 £0,1 191 16,0 £ 0,2° 609
7,302 60 + 3 65 14,4 +0,1 50%5 103 |57 0,4 705 386
7,6 £0,2 339151204 560 15,3 +0,1 971
8,003 2715,1+04 145 152 0,1 236
7,1 +0,1 126132+0,1 369 [ 6,1 £0,2 562
83+02 15213,7+0,3 207 15,8 0,3 523
8,104 106 13,1 £0,1 209 15,6 £ 0,1 276
82%02 156 13,404 280 16,0 £ 0,1 567
7.8 +0,4 148 = 7614,1 £+ 0,8 206 £ 15215704 588 + 215

Aflat.= Aflatoxines

Résultats obtenus sur des essais réalisés en triple.
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Les principaux facteurs intervenant dans la croissance des
champignons de stockage sont : I'humidité relative, la température, le temps de
stockage et la composition gazeuse de I'environnement de stockage (26, 35, 49,
66, 68, 85, 121). Une étude effectuée sur des semences d'arachide par
Austwick et Ayerst (35), montre une corrélation entre 'humidité relative et la
teneur en cau des scmences a une tempcérature constante de 30°C 5 a 70 %
d'HR correspond une tencur en eau de 7 % dans les semences et a 98 % d'HR
correspond une teneur en eau de 30,5 %. Les résultats de la présente ¢tude,
obtenus sur les échantillons de 1a variété Wobgo concorde en partie avec ces
données.

Les valeurs optimales d'HR favorable & la croissance des
champignons tels que Aspergillus flavus se situent entre 80 et 85 %, et la
biosynthese des aflatoxines est possible lorsque la tencur en eau est de 8 %
(35). Les résultats obtenus sur les deux variétés d'arachides montrent que la
varicté Wobgo a une teneur en eau deux fois supcricure a celle de la variété
Boanga. Par ailleurs, au cours du stockage, la teneur en eau est plus importante
dans la variété Wobgo que dans la variété Boanga. Le taux de réabsorption
d'eau est ¢quivalente pour les deux variétés lorsque 'HR augmente, mais la
teneur en eau demeure plus élevée dans les échantillons de la variété Wobgo.
Les teneurs en aflatoxines sont elles ausst, plus ¢levées dans les ¢chantillons de
la variété Wobgo que dans ceux de la variété Boanga.

La teneur en eau des graines est donc un facteur déterminant dans
la biosyntheése des aflatoxines au cours du stockage des graines d'arachide.

Conglusion

* Teneur en eau, capacité hygroscopique, métabolisme
des lipides et biosynthe¢se des aflatoxines.

L'étude sur I'évolution des paramectres physico-chimiques et la
production d'aflatoxines au cours du stockage des graines d'arachide fait
ressortir que

- Plus il y a perte de la tencur en lipides dans les graines, plus il y a
production d'aflatoxines.
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Plus la teneur en cau des grames est ¢levée, plus la production
daflatoxines est importante.

Teneur cn cau ct métabolisme des lipides sont donc les deux
factcurs les plus déterminants dans la production des aflatoxines au cours du
stockage des graines d'arachide (figures J1L7. ct TIL.&.).

Des ¢tudes réalis¢es sur des semences darachide (35) font
ressortir qu'au cours du stockage, la tencur en cau cn clle méme, n'est pas
aussi importante que la capacité hygroscopique des graines et I'HR du
microenvironnement autour des graines stockées. Dans la présente ¢tude, les
résultats obtenus montrent que dans les mémes condinons de stockage, les
cchantillons de la vari¢te Wobgo ont une capacité de rétention en cau plus
¢levée que ceux de la varicte Boanga. Des essais réalisés sur le aux
d'absorption en eau des graines ont montré que les graines de la variélé Wobgo
avalent un taux moyen dabsorption de 15 %, alors que ce taux pour les
aramnes de la variété Boanga est de 10 %, Les grames de fa varndcté Wobgo soni
donc plus hygroscopiques que celles de la variete Boanga, ¢t sont de ce fant
plus susceptibles & 'invasion des champignons tels que Aspergillus flavis et
Aspergillus parasiticus.

Au regard des résultats enregistres, les graines d'arachide de la
variété Boanga sont plus a recommander comme arachide de bouche, parce
que moins susceptibles & l'invasion des champignons aflatoxinogenes, surtout
lorsque des parametres tels que la teneur en cau et I'HR sont maitrisés.
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Figure 111.7. : Effets du métabolisme des lipides, et de la tencur en cau des

graines sur la biosynthese des aflatoxines au cours du
stockage. (Varicte Boanga).

oo g W L eneau(g%)
Bé) 200 M. Grasse(g%)
EOR B HR(%)
B -
® aflat.(ppbAFB1)
© 700t
(o
© o0
- %
500 k- %%
400 F g%
300 AY 2
200 g% - gz
100 } & ES
b 8
0 S=E'.i’é'¥ 3
0 6 12
temps(mois)
Figure 1V.8, : Effets du métabolisme des lipides, et de la teneur en eau des
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stockage. (Variét¢ Wobgo).
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BURKINA FASO.

Introduction

Au Burkina Faso, les différents types d'atlatoxines sont présents
dans les produits et sous produits de l'arachide, souvent & des teneurs dépassant
le seuil de toxicité. Ces fortes tencurs sont liées a différents facteurs, internes
ou externes, aux produits de l'arachide. Les aflatoxines sont reconnues comme
étant les plus canéérogénes parmi les substances naturelles toxiques ; elles sont
en outre hépatotoxiques, tératogenes et immunosuppressives (19 b, 32, 35, 44,

73 a, 77, 84, 106, 121).

L'un des sous produits de l'arachide les plus utilisés dans
l'alimentation humaine au Burkina Faso est la pate d'arachide ; elle entre dans
la composition de la plupart des sauces, surtout dans la partic Sud-Ouest du
Burkina Faso.

L'objectif de cette étude est d'obtenir des données sur 'ampleur de
la consommation de la pate d'arachide dans une zone définie du Burkina Faso
(Bobo-Dioulasso), et d'évaluer 'incidence du cancer du foie dans la population
de cette localité, connaissant le degré de contamination par les atlatoxines dans
les pates d'arachide.

Résultats et discussions

Une enquéte a ¢t¢ menée au niveau des concessions de la ville de
Bobo-Dioulasso, de fagon a avoir unc idée sur la consommation de la pate
d'arachide (quantités consommeées, rythme de consommation). Les résultats
sont présentés dans le Tableau I11.9. ; et la fiche d'enquéte en annexe 3.

Cette enquete a porté sur 35 concessions de 10 personnes en
moyenne. La population concernée représente environ 1/650 de celle de la
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ville de Bobo Dioulasso, si I'on se réfere aux données du récencement de 1985
(annexe 4).
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Tableau I11.9 : Résultats de I'enquéte mence sur la consommation de la péte
d'arachide dans la ville de Bobo-Dioulasso.
Taille de I'échantillon : 35 concessions

A. Questions d'ordre général

1) Nombre moyen de personnes par concession : 10
2) Nombre moyen d'enfants de 0 - 2 ans : 2

B. Consommation de la pate d'arachide

1) Mets dans lesquels la pate d'arachide est utilis€e : riz, t0
2) Rythme de consommation par semaine : 5 fois en moyenne
3) Quantité moyenne utilis€e par préparation : 185 F CFA - 544 ¢
(100 I: CFFA de pite d'arachide = 294 g)
4) Provenance des pates d'arachide utilisées
- 70 % pour les pates de la préparation locale vendue sur les marchés
- 60 % pour les pates préparcées et consommeées a domicile
- 30 % pour les pates de la CITEC
5) Durée de la période de consommation
- 14 % tout au long de l'année
- 86 % pour une partie de 'annce
6) Taux d'utilisation des pates d'arachide en tenant compte de leur qualité
physique (coloration)
- 86 % pour les pates bruncs
- 60 % pour les pates blanches.

NB : Certains résultats dépassent les 100 % ( n© 4 et 6 notemment). Ceci vient
du fait que une question peut entrainer deux réponses. Par exemple,
consernant la qualité physique des pdtes utilis€es, la méme personne dira:

- quelquefois brune
- quelquefois blanche.

Les résultats de l'enquéte montrent que la pite d'arachide
est couramment utilisée dans l'alimentation humaine de la ville de Bobo-
Dioulasso ; 14 % des concessions en consomme tout au long de l'année, et
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86 %. unc partie de 'annce. La quantit¢ de pate d'arachide consommée par
individu ¢t par an est d'environ 20 kg lorsque la période de consommation
dure toute l'annce. La majeure partic de la pate darachide consommée
provient de la préparation locale.

A partir des données recuetlhies de l'enquéte, 15 échantillons de
pates darachide ont ¢t¢ préleves sur diftérents marchés de la ville de Bobo-
Dioulasso en Mars 1991, pour un dosage quantitatif des aflatoxines et une
estitnation du degre d'imtoxication en rapport avec les résultats de 'enquéte. les
résultats des teneurs en aflatoxines dans les ¢chantillons de pates d'arachide
sont présentés dans le tableau M1 10.

Tableau IIII.10 : Teneurs en aflatoxines dans des échantillons de pates
d'arachide préleveés dans la ville de Bobo-Dioulasso

Fiechantillon Site de prcleve- [ Qualité (couleur) | Aflatoxines (ppb
ment AFB1)
I Acarville Brunc 387
2 Acarville Brune 16Y
3 Acarville Brunce , 142
4 Acarville Brunc 559
5 Acarville Brune 14K
6 Grand marché Blanche 407
7 (Grand marché Brune 165
8 Grand marché Blanche 132
9 Grrand marche Brune 116
10 Grand marché Brune 116
Il Saint [ztienne Brune 489
|2 Samt Fhenne | Brunc RN
13 Samt Lhenne Blanche 333
[ Samt <nenne Brunc RER
I Samt uenne Brunce 2%
Lencut MO T datlatoxmes 205 4 143 ppb
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L.es résultats des analyses (tableau I11.10) montrent que pres de
47 % des ¢chanullons ont des teneurs en aflatoxines supérieures a 250 ng/kg
(scuil de toxicité) ; la teneur moyenne des cchantillons est de 265 ng/kg. Ces
résultats extrapolés a ceux de l'enquéte (tableau I1.9) montrent que dans 14 %
des concessions, une personne consomme cn moyenne 14 pg d'aflatoxines
provenant de pites d'arachide contaminée, par repas.

De nombreux travaux font ressortir que quelques mg d'aflatoxines
par kg de poids corporel chez I'Homme pcuvent occasionner un cancer du foie
(2. 12, 19 b, 30, 32, 73 a). Par ailleurs, 6 % environ des atlatoxines
consommees par I'Homme sont excrétés dans les urines sous forme d'AFM
(122).

St 'on tient compte de ces ¢lements, il est possible d'estimer le
temps au bout duquel un individu peut développer un cancer du foic.(tableau
HILTD). Cette estimation est donnée par la courbe d'équation Y = 1096 x +
335 (figure M1L9.).
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Tableau ITI.11. : Estimation de l'incidence du cancer du foie par suite de

la consommation de pates d'arachide contaminées par
les aflatoxines.

- Nombre de personnes par famille = 10

- Quantité de pite d'arachide consommée par personne et par repas =
544 ¢

- Tencur moyenne d'aflatoxines dans les pates d'arachide des ¢chantillons
= 2065 pg/kg

- Teneur en aflatoxines dans un gramme de pétes = 14,4 ng/kg

Temps(jours) | Quantité d'AF Quantité ¢liminée | Quantité
ingérée (Ug) par les reins (ug) | résiduelle

| (Le) -
] 14 0,84 13.16
2 13,16+14=27.16 1,63 23.53
3 25,53+14=39,53 2,37 37,16
4 37,16+14=51.16 3.07 48,09
5 48,09+14=62.09 3,72 58,36
6 S8.36+14=72.36 4,34 68,01

A partir de cette équation ¢t en supposant que 2 mg/kg de poids
corporel d'aflatoxines peuvent entrainer le développement du cancer du foie
chez un individu de 70 kg, on déduit que le risque surviendra apres 35 ans
d'une ingestion régulicre et journalieére de 14 (g d'aflatoxines.

Ce temps est réduit de moitié (17 ans), si I'individu consomme 2
repas par jour, a base de pates d'arachide contaminées par les aflatoxines.
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Figure 111.9. : Droite de regression représentant l'accumulation d'alfatoxines

dans l'organisme en fonction du temps.
)/
X = [emps en jours.

I

quantité d'atlatoxines en pg

L.'cquation de la drotte est obtenue sur la base d'une ingestion de
14 wg par jour avec un taux d'¢limination rénale de 6 % par jour de la quantité

ingcéree.

Conclusion

I1 faut noter que cette équation ne donne qu'une indication de la
réalité. D'unc part, la contamination par les aflatoxines dans les denrées
alimentaires varie d'une année a l'autre en fonction des conditions
environnementales, et mémes 'd'un mois a l'autre lorsque les conditions de
stockage de la matiere premicre ne sont pas satisfaisantes : d'autre part, le taux
d'¢limination rénale sous forme d'AFM, varie de 1 a 6 % en réalit¢ (122), et
est fonction du métabolisme de chaque individu. Les aflatoxines AFMT1 et
AT'M?2 sont excrétées aussi dans le lait maternel, ¢t cet aspect doit &tre pris en

compte lorsqu'on shintéresse aux femmes.
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Un suivi périodique du taux de consommation de 'arachide et de
ses produits dérives associé au dosage des aflatoxines dans le sang, le lait et les
urines, permettrait de donner une appréciation plus réaliste du degré
d'intoxication, '

D'ASPERGILLUS PRODUCTRICE D'AFLATOXINES

Introduction

[es travaux précédents ont montré que :

- Les aflatoxines sont présentes dans 'arachide et ses produits dérivés, a
des teneurs souvent situées au dela du scuil de toxicité (8.1).

- Les teneurs en aflatoxines dans les produits de Tarachide augmentent
au cours du stockage lorsque certains parametres tels que la teneur en eau du
produit et 'humidité relative ne sont pas maitrisés (§. 2.).

- Il existe un risque certain de toxicité sous Iéthale avec développement
du cancer du foie dans certaines régions du Burkina Faso ou les produits de
I'arachide sont régulicrement consommés. Les résultats obtenus (§.3) montrent
que l'incidence du cancer du fole est de 35 ans, voire 17 ans dans 14% de
I'¢chantillon concernée par l'enquéte. D'autre part, les données hospitalieres
sur I'incidence du cancer du foie au Burkina Faso (annexe 5), permettent de
supposer qu'une partie de la mortalité par suite de cancer du foie est due aux
atlatoxines.

Il apparait donc urgent de développer des méthodes efficaces de
lutte, en vue de préserver la santé humaine ct animale. Cette €¢tude a €(¢ menée
dans le but de disposer d'un matériel biologique pur, pour la conduite d'autres
recherches sur les champignons aflatoxinogenes (Biosynthese. production el
inhibition de la production des atlatoxines).
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Résultats et discussions

L'1solement de la souche a ¢té cffectué a partir d'un prélevement
de champignons ayant poussé sur des graines moutllées et incubées a
température de salle (25-27°C). Le clonage et les cultures sont réalisés sur
miliecu de Czapek ; la détermination systématique est faite d'apres la méthode
décrite par Christensen M. (22). Le dosage des aflatoxines est effectué selon la
mcthode immunoenzymatique TRANSIA, a partir d'extraits méthanoliques de
[a souche cultivée sur milicu de Reddy.

* Morphologie et systématique

Les cultures sur milieu de Czapek (figure III1.10.) montrent que la
taille générale des colonies aprés cing jours d'incubation a 37°C est de 6.5 a 7
cm. Elles ont un aspect blanc laiteux (mycélium immature) a la périphérie des
colonies, et des teintes grises centrales (mycélium mature). La téte conidienne
du champignon est jaune chez les colonies de 2 jours (figure IL.11.), et
devient grise, voire noire chez les colonies agées de 3 a 12 jours (figures
[1.12. et JII.13.). Les tétes conidiennes ont une structure radiale et sont
unisériées (figure I1.11.). Le conidiophore peut atteindre 400 a 600 pm de
longueur, avec unc membranc non cloisonnée et un cytoplasme translucide
(figurc 11I.1.4.). La vésicule est globuleuse et de diametre compris entre 10 et
200 wum (figure L1, Les conidies (figure 111.15.), sont globuleuses et
présentent des aspérites.

Les éléments morphologiques ci-dessus décrits, permettent de
classer cette souche dans l'espece Aspergillus flavus (22).
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Figure I1.10.: Souche d'Aspergiifus flavus aprés 5 jours de culture a 37°C sur milien
CZAPEK. On peut noter I'aspect gris centré (mycélium mature) et Ja plage blanche
concentrique (mycélium immature).
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Figure II.11. Souche d'Aspergilius flavus (Gx 400) Structure de la téte comdienne
apres une culture de 48 heures sur milieu CZAPEK. On peut noter
la structure unisénée et la disposition radiale des métules.
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Figure [11.12. G x 400 Figure 111.13. G x 600

Evolution dans la coloration de la téte conidienne avec 1'dge dans une
souche d'Aspergillus flavus.

De la coloration jaune pale (Figure 111.12.) on passe a une coloration vert
sombre & noire (Figure II1.13) avec toutefois la persistance de la teinture jaune par
endroits.
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Figure II.14. Conidiophore de la souche d'Aspergiilus flavus (G x 1000).
On peut noter la différence de coloration des parois de la
membrane : paroi interne incolore, a vert olive, paroi exteme
noire.
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Figure II1.15. : Conidies (spores) d'Aspergillus flavus (G x 400). On note les
structures globuleuses et la présence des aspénités.
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* Production d'aflatoxines

Les tests sur la production d'aflatoxines par la souche sont réalisés
a partir d'extraits méthanoliques du champignon. Les extraits réalisés & partir
de cultures de § jours sur milieu de Reddy, sont dosés selon la méthode ELISA
de type compéntif déerite par TRANSIA.

Les résultats des analyses effectuées sur 8 passages de la souche sur
milieuw de Reddy. sont présentés dans le Tableau II.12. L'analyse qualitative
des extraits par CCM montre que ta souche ne produit que des aflatoxines By
et B0,

Tabteau 1112 : Tencurs en aflatoxines produites par la souche d'Aspergillus
Jlavus sur milicu de Reddy. au cours de 8 passages successifs

de 8 jours chacun.

Passaue ]2 3 A 3 6 7 N

Aflatoxines
_(pr Al'B D)

Les résultats des analyses qualitative et quantitative des aflatoxines
confirment 'appartenance de la souche isolée & lespece Aspergillus flavus .
qui selon certains auteurs, ne produit que les aflatoxines B et B2 (106).

La quantit¢ de spores utilisée par culture @ chaque passage €tant
approximative (1()5 spores/ml), et étant donn¢ les variations du métabolisme
du champignon dans le temps, on peut estimer que la variation de la
production d'aflatoxines au cours des 8 passaces (4.1 + 2.4 ppb) est non

significative (cf. tableau 11.12.).
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Conclusion

Cette €tude a permis l'obtention d'une souche d'Aspergillus
productrice d'aflatoxines qui. d'apres la cle synoptique utilisée (22),
appartiendrait a l'espece Aspergillus flavus. Une ctude systématique beaucoup

plus complete permettrait de classer détinitivement cette souche.
L.a capacité de production datlatoxines de cette souche permetira :

. d'obtenir 2 moindre cout, des atlatoxinegs purifices. & des fins
cexpérimentales.

2. de conduire des recherches plus approfondies sur la voie
biosynthétique des aflatoxines.
3. de mener des €tudes d'inhibition (par voie biologique ou chimique) de
la croissance et de la production datlatoxines par le champignon.
S.OINHIBITION DE LA CROISSANCE ET DE LA PRODUCTION
D'AFLATOXINES.
Introduction

Un des axes de la recherche sur les aflatoxines est la surveillance
de l'infestation par Aspergillus flavus et celle de la contamination des produiis
alimentaires par les aflatoxines (19 e). Cette partic de la recherche s'occupe,
entre autres, des méthodes chimiques de détoxitication:

- dégradation et/ou inactivation des aflatoxines par des acides, des bases,
des aldchydes, des agents oxydant. des gaz (8,9, 13, 15,16, 19 ¢, 38, 62, 72).

- altération des effets de toxicité chez les NMammiferes par action de
composcs nutritionnels et de certains additifs alimentaires tels que les
antibiotiques (19 e).
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Plusieurs publications font état de 'effet de substances extraites de
Foignon et de la carrotte sur la croissance et de la production d'aflatoxines par
Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus (8, 103, 104).

Le présent travail est consacré & une €valuation préliminaire de
Feffet d'extraits d'ail sur la croissance ¢t la production d'aflatoxines de la

souche d'Aspergillus flavus obtenue ($. 4).

Résultats et discussions

La culture du champignon est réalisée sur mihieu de Reddy par
moculation de 102 spores dans des flacons erlenmeyer contenant 100 ml de
milicu. Les essais d'inhibition sont effectués par addition aux cultures, de

différentes quantités d'extraits de Tail.

Des essais réalisés par addition de broyats de gousses d'ail. dans
des cultures en milieu liquide (bouillon Mazé) ont montre que l'inhibition de la
croissance était totale pendant 7 jours d'incubation lorsque le rapport ail/milieu
de culture est de 20 % (W/\/) Au-dela de 7 jours, I'inhibition de la croissance
estoréversible (fi II.16). Dautres essais d'inhibition de la croissance
réalisés sur mmcu dc CZAPEK, & l'aide d'extraits aqueux frais de lail et
d'extraits aqueux chauttés a 120°C pendant 20 mn ont montré que les extraits
d'ail chauffes navaient pas de pouvoir ihibiteur.

Des tests effectuds a lade de distifiats d'ail frais montrent que les
propri¢tés inhibitrices de T'ail se retrouvent au niveau des substances volatiles
(Figures 111.17. et 111.13.).
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Figure 111.16. : Test d'inhibition de la croissance chez Aspergillus flavus a 1'aide de

broyats de gousses d'ail.

De gauche a droite

1- culture témoin sur bouillon Mazé glucosé
2- essai d'inhibition avec 10 % de broyats d'ail
3- essai d'inhibition avec 20 % de broyat d'ail

On note 1'inhibition totale de la croissance dans la culture a 20 % de
broyat d'ail, aprés 7 jours d'incubation a I'étuve a 30°C.
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Figure I1L.17. Test d'inhibition de la croissance d'une souche d'4spergillus flavus a
’aide d'extraits de substances volatiles d’ail.

De gauche a droite

1 - culture témoin sur milieu de Reddy

2 - culture contenant 10 % d'un extrait aqueux de substances volatiles d’ail
3 - culture contenant 20 % d'un extrait aqueux de substances volatiles d’ail.

Au bout de 7 jours d'incubation a 30°C, on note la croissance du
champignon dans la culture témoin, et I'inhibition totale de cette croissance dans les
cultures a 10 % et 20 % d'extraits d’ail.
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- _ _, "

Figure 111.18. Test d'inhibition de la croissance de la souche dAspergillus flavus a
I’aide d extraits de substances volatiles d ail.

De gauche a droite

1 - culture témoin sur milieu de Reddy

2 - culture contenant 10 % d'un extrait aqueux de substances volatiles d'ail
3 - culture contenant 20 % d'un extrait aqueux de substances volatiles d'ail.

Au bout de 30 jours d'incubation a 30°C, on constate que l'inhibition de
la croissance observée la premiére semaine (figure T11.17) n'est pas totale. Toutefois,
il y a un ralentissement certain de la croissance lorsqu'on passe de la culture contenant
10 % a celle contenant 20 % de 1'extrait d'ail.

Les résultats obtenus montrent qu'au bout de 7 jours d'incubation des
cultures, il y a une inhibition totale de la croissance, surtout dans la culture contenant
20 % d'extraits d'ail (Figure 1I1.17); cette inhibition n'est cependant pas permanente
puisqu'au bout de 30 jours d'incubation, on note une reprise progressive de la
croissance du champignon.
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Les résultats du dosage des affatoxines effectué apres 30 jours de
culture montrent une inhibition de la production d'aflatoxines corrélative aux
degrés d'inhibition de la croissance (Tablcau 11.13).

Tableau I11.13 : Inhibition de la production d'aflatoxines par la souche
d'Aspergillus flavus a l'aide d'extraits aqueux de substances
volatiles d'ail au bout de 30 jours de culture a 30° C.

Cultures Témoin Inhibition a10 % | Inhibition a 20 %

Aflatoxines (ppb
AFBY) 38+ 06 1.8+ 0,6 0.0

NB. : Inhibition & 20 % = 0.0 (dans les limites de sensibilité du test).

L.a perte progressive du pouvoir inhibiteur des substances volatiles
de l'ail constatée surtout au niveau de la croissance du champignon, pourrait
ctre due aux condifions de culture. Les cultures se faisant en milieu aérobie. 1
y aurait volatilisation progressive des substances inhibitrices dans l'enceinte de
culture. I'hypothese selon faquelle ces substances  seraient plutdt
fonglostatiques que fongicides n'est pas non plus a écarter. Enfin. des réactions
chimiques ou cnzymatiques entre les substances inhibitrices et des méabolites
du champignon pourraient contribuer a l'altération du pouvoir inhibiteur des
substances de larl,

Al

nclusion

Cette ¢tude a permis de jeter les bases d'une voie de résolution du
probleme des aflatoxines a savoir, inhibition de la croissance des
champignons aflatoxinogenes et de la production d'aflatoxines par I'utilisation
de substances naturelles.

I.es orientations futures de la recherche dans ce domaine seraient
F'obtention d'extraits quantifiables pour unc meilleure conduite des essais
d'inhibition. Des analyses qualitatives des extraits par RMN et/ou par HPLC
permettraient aussi d'identifier les substances inhibitrices.



Ce travail nous a permis de mieux cerner le probleme des
aflatoxines au Burkina IFaso, en particulier dans le cas de l'arachide.

I. L'¢valuation de la contamination par les aflatoxines dans l'arachide et
ses produits dérivés (§.1.) a montré que les principaux types d'aflatoxines
(AFB 1, AFB2, ATFG| et AFG?) sont rencontrés dans l'arachide, a des teneurs
souvent toxiques pour I'Homme et les animaux ; 14 % et 43 % des échantillons
de la variété Boanga et Wobgo reespectivement, et 54 % des produits a base
d'arachide (marba tigue, arachide sucrée, et pates d'arachide), ont des teneurs
supéricures au scull de toxicité de 250 pg/kg. Etant donné 'importance de
['arachide dans l'alimentation et I'€conomie burkinabe, des mesures doivent
étre prises au niveau national pour limiter les taux d'aflatoxines dans l'arachide
destinée a4 la consommation intérieure et a I'exportation.

Les aflatoxines se rencontrent dans d'autres céréales et oléagineux
tels que le mais, le riz, le sorgho et le coton ; il apparait nécessaire
d'entreprendre des études sur l'importance de la contamination des aflatoxines

dans ces produits, en particulier le coton qui constitue une des bases de
I'¢conomic ct de l'alimentation burkinabe.

Une sensibilisation doit ¢tre menée, surtout & l'endroit des
transformateurs Jocaux de l'arachide en produits dérnivés (marba tigue, pates et
tourteaux d'arachide, arachide sucrée) en vue d'une réduction des teneurs en
aflatoxines dans les produits de l'arachide. Dans cette optique, le triage des
graines contaminées dans la matiere premiere avant la transformation,
constitue une méthode efficace et moins onéreuse a promouvoir que certaines
méthodes physiques (chauffage, UV), et chimiques (acides, bases, gaz) de
décontamination.

2. L'étude sur l'évolution des parameétres physico-chimiques et la
production d'aflatoxines au cours du stockage (§.2.) montre que les conditions
climatiques du Burkina [Faso sont favorables au développement des
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champignons aflatoxmogenes. Une ¢ude sur les différentes méthodes de
conservation de l'arachide déja existantes dans le pays, permettra de connaitre
leurs avantages ct inconvénients, et de micux orienter les recherches vers de
meilleurcs méthodes de stockage.

Cette étude menée a partir de deux variétés locales d'arachide du
Burkina Faso (Boanga et Wobgo), a permi de noter une différence de
comportement de ces deux variétés au cours du stockage. La production
d'aflatoxines est moins importante dans la variét¢ Boanga que dans la variété
Wobgo, avec une évolution corrélative des parametres physico-chimiques
laugmentation des teneurs en aflatoxines au bout des 12 mois de stockage est
de 120 % pour les échantillons de la variété Boanga, alors qu'elle est de 300%
pour les €chantillons de la variété Wobgo. Cette différence de comportement
serait lide, entre autres. a la capacité hygroscopique des graines de chaque
varicté. Des €tudes plus poussées sur les caractéristiques intrinseques des
graines de chaque varicte (durete, teneurs en composés polyphénoliques)
permettront de savoir s'il existe ou non des propriétés de résistance
intrinseques a la contamination par les aflatoxines dans ces variétés ; ceci
permettra éventuellement de poursuivre des recherches sur la sélection de
variété résistantes génétiqguement a la contamination par les aflatoxines.

3. L'étude sur l'évaluation de l'incidence du cancer du foie dd a la
consommation de pates d'arachide contaminées par les aflatoxines, a permi
d'appréhender 'ampleur du probléeme : la consommation réguliere de pates
d'arachide contenant des teneurs en aflatoxines telles que présentées (§.1 et 3),
peut entrainer le développement du cancer du foie chez un individu, au bout de
36 ans. Ce temps au bout duquel le cancer du foie peut survenir chez 'Homme
est encore plus court lorsqu'on doit prendre en compte les autres produits
susceptibles a la contamination par les atlatoxines.

Connaissant l'interaction possible entre intoxication par les
aflatoxines, cancer du foie et HBV, et étant donné la prévalence de I'HBV au
Burkina Faso (figure 2.5. et annexe 4), unc étude épidémiologique intrégrée
permettra de mieux apprécier 'importance du probléeme et de développer des
stratégies de lutte. Cette étude peut se faire par dosage des aflatoxines dans le
sang, les urines et le lait maternel, et extrapolation des résultats obtenus aux
taux moyens d'ingestion d'aflatoxines par individu et par jour.
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Dans ccette optique, une Ctude est deja entreprise pour la
production d'anticorps polyclonaux ¢t monoclonaux anti-atlatoxines, a des lins
diagnostiques. L'obtention de ces anticorps permettra d'effectuer des tests
immunologiques (ELISA, Immunoprécipitation, Immunodiffusion...), plus
rapides et plus précises que certaines méthodes classiques de dosage des
aflatoxines (CCM par exemple). L'obtention de ces anticorps permettra aussi
de développer des trousses a des fins didactiques.

4. Enfin, les éudes mences sur Lisolement et o caractérisation d'une
souche d'Aspergillus productrice d'aflatoxines, ¢t sur I'inhibition de la
croissance et de la production d'aflatoxines par cette souche a l'aide d'extraits
d"Allium sativam, ont permi de jeter les bases d'une recherche sur la
surveillance de I'infestation des produits alimentaires par les champignons
aflatoxinogenes au Burkina Faso : en cffet, nous disposons actucllement d'un
matérie!l biologique pur permettant de mener des recherches sur la
décontamination biologique, par compétition avee d'autres microorganismes,
et/ou chimique. par utilisation de substances naturclles inhibitrices de la
croissance et de la production d'atlatoxines par Aspergillus flavus.

Un autre axe de recherche a partir du matériel biologique obtenu
est l'étude des mécanismes génétiques conduisant d la production des
aflatoxines. Les aflatoxines sont produites au cours de l'idiophase de la
croissance du champ-ignon ; il serait intéressant d'identifier le ou les génes mis
en jeu au cours de cette phase. Ceci permettra ¢ventuellement de mener des
essals d'inhibition de la production d'aflatoxines par répression de l'expression
de certains de ces genes.
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ANNEXE 1 : Evolution de la production d'arachide au Burkina Faso de
1960 a4 1990 (source SOFIVAR).

Cultures Arachide coque ]
Campagnes (en tonne)
1960-61 : 95.720
1961-62 110.350
1962-63 . 112.910
1963-64 128.939
1964-65 135.900
1965-66 128.939
1966-67 130.000
1967-68 98.420
1968-69 92.100
1969-70 80.372
1970-71 77.965
1971-72 66.182
1972-73 60.408
1973-74 62.865
1974-75 98.200
1975-76 87.200
1976-77 72.686
1977-78 : 57.073
1978-79 73.258
1979-80 77.831
1980-81 53.943
1981-82 - 77.667
1982-83 - 70.658
1983-84 82.591
1984-85 71.495
1985-86 127.7786
1986-K7 158.789
1987-88 145.857
1 98R-89 160.220
1989-90 152.240
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ANNEXE 3

Fiche d'enquéte utilisée pour I'évaluation de la consommation de
pates d'arachide.

Questions »Code de notation
1. Questions générales

a) Nombre de personnes dans la famille [ -a-x

b) Nombre d'enfants de 0 a 2 ans/famille 1 -b - x
2. Consommation de la pate d'arachide -

a) Mets dans lesquels la pate d'arachide
est utilisée 2-a ...

b) Rythme de consommation par semaine 2 -b - Y/S

¢) Quantit¢ de pate utilisée par famille
ct par repas (en FCFA) 2-c-7FCFA

d) Lieu d'achat ou de préparation de la
pate d'arachide utilisée

- Dans les marchés (préparation locale) 2-d-
- Préparation a domicile 2-d-
- Pate de la CITEC 2-d-

e) Durée de la période de consommation
- Sur une partie de I'année 2-e-
- Sur toute l'année 2-¢-
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3. Qualite de la pate utlisée (coloration)

a) Pate blanche
b) Pate brune

N.B. x = nombre de personnes
y = nombre de fois par semaine

z = valeur en FCFA de la pate achetée.

3-a
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ANNEXE 4

Population de la ville de Bobo Dioulasso en 1985
Superficie=12 km? (donnée de 1975)

Classe d'age (an) Population
0-4 41.298
5-6 15.547
7-14 48.181
15-19 26.797
20-29 42217
30-44 32.361
45-49 6.811
S0+ 15.146
Total 228.668:
M=116.312
F=112.356
M= Miles F'= FFemelles

Source : Institut National de la Statistique et de la Démographie (INSD)
Ouagadougou/Burkina Faso.
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ANNEXE 5

Cancer primitif du foie au Centre Hospitalier National Yalgado
OULEDRAOGO (CHNYO): répartition selon I'dge et le sexe.

Total/classe d'dge Miles Femelles
>20 ans | 1 0
20-30 ans 4 3 |
31-40 ans 29 22 7
41-50 ans 30 29 1
51-60 ans 27 , 22 5
61-70 ans 10 8 2
<70 ans 3 3 0

Total 104 = 100% 88 = 84,6% 16 =154%

Incidence sur 2.91% d'hospitalisation
Ftude portant sur 35 mois @ Janvier 1990 - Novembre 1992,
Source : CHNYO ; Service d'Hépato-Gastro-Entérologie.




RESUME

~

Ce travail a concerné 1'étude des aflatoxines au Burkina Faso. Dans ce pays,
plus de 100.000 tonnes d'arachide sont produites par an dont la quasi totalité est
consommeée sous diverses formes :

- Cacahuetes crues, cuites ou grillée
- Pates d'arachide

- Huiles a base d'arachide

- Tourteaux d'arachide.

L'évaluation qualitative et quantitative de la contamination des aflatoxines
dans 1'arachide et les produits de 1'arachide a permis de montrer que les aflatoxines
(AFB1, AFB2, AFGI1 et AFG2), sont présentes dans 1'arachide a des teneurs trés souvent
supérieures a la limite autorisée de 30ug/kg, et souvent au dela du seuil de toxicité de
250ug/ke.

Un suivi de Il'évolution des parametres physico-chimiques et de la
production d'aflatoxines dans des graines d'arachide au cours d'une période de stockage de
12 mois montre que lors du stockage, l'altération des parametres physico-chimiques
(Protéines, Glucides et Lipides) s'accompagne d'une augmentation de la production des
aflatoxines. La teneur en eau des graines, le métabolisme des lipides et la capacité
hygroscopique des graines semblent étre les facteurs les plus importants dans la production
des aflatoxines au cours du stockage.

L'incidence du cancer primitif du foie dii a la consommation de pates
d'arachide contaminées par les aflatoxines a été évaluée dans la ville de Bobo Dioulasso.
Les résultats préliminaires enrégistrés montrent que la consommation réguliere de pates
d'arachide contaminées, peut entrainer le développement du cancer du foie au bout de 35
ans, voire 17 ans suivant le rythme de consommation.

Dans I'optique d'une conduite de recherche sur la surveillance de
I'infestation par Aspergillus flavus et celle de 1a contamination des produits de 1'arachide
par les aflatoxines, une souche d'Aspergillus flavus productrice d’aflatoxines a été isolée.
Des tests d'inhibition de la croissance et de la production des aflatoxines effectués sur cette
souche a l'aide d'extraits d'Allium sativum, ont révélé-qu'il ya une inhibition progressive
de la croissance du champignon lorsqu'on passe de 10% a 20% d'extraits d'ail dans le
milieu de culture. Par contre, 1'inhibition de la production d'aflatoxines est totale au bout
de 30 jours de culture du champignon sur milieu de Reddy contenant 20% d'extraits d'ail.

Mots clés : Aflatoxines, Arachide, Aspergillus flavus, Parametres physico-chimiques,
Cancer primitif du foie, Inhibition, Allium sativum, Burkina faso.




