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INTRODUCTION
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L’'Ochratoxine A (OTA), est une mycotoxine €laborée par certaines especes de
moisissures appartenant aux gendepergilluset Penicillium. Cest un contaminant
alimentaire identifié dans les céréales, les oléagineux, le café, les fruits secs, la biere, le:
vins, le cacao etc. Elle présente un danger réel aussi bien pour 'lhomme que pour
I'animal & cause de ses nombreux effets toxiques notamment au niveau rénal.
Le 19 Déecembre 2006, le reglement CE n° 1881/2006 de la Commission Européenne
fixe les limites maximales de I'OTA dans certaines denrées alimentaires notamment les
céréales brutes 5, les raisins secs 10, les grains de café torréfié et café moulu 5, le caf
soluble 10,le vin 2, les aliments pour nourrissons et enfants en bas age 0,5ug/kg .Cett
commission juge opportun de mener des investigations afin de fixer ou non une teneur
maximale en OTA dans le cacao et ses produits dérivés, ainsi que dans le café vert €
d’autres denrees alimentaires.
La Cote d’'lvoire, premier pays exportateur mondial de cacao avec 1,223 millions de
tonnes en 2009, est directement concernée par cette fixation de taux d’'OTA qui pourrait
lui faire perdre des parts sur le marché européen avec des conséquences néfastes pc
son économie notamment une baisse des revenus aux planteurs et au pays.
Ainsi, pour résoudre la problématique, le pays a entrepris avec I'appui de ses partenaire:
des études regroupées sous differents théemes :
v' théme 1 : Détermination du niveau de contamination par 'OTA de la production
nationale du café et du cacao,
v' théme 2 : Identification des points critiques de contamination du cacao par I'OTA
v' théme 3 : Traitement industriel du café et du cacao et la réduction de la teneur en
OTA.
v' théme 4 : Identification d’'une méthode d’échantillonnage du cacao pour le dosage
de 'OTA.
Les themes 1 et 2 devraient permettre la mise en place d'un programme de préventior
devant garantir un faible taux de contamination en OTA du café et du cacao par la

vulgarisation de bonnes pratiques agricoles aux producteurs.
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Pour cela, la connaissance et l'identification de tous les facteurs susceptibles d’entrainel
une contamination des féves de cacao par I'OTA dans le traitement post-récolte, est
€également nécessaire. Ce theme intitulé « ldentification des points critiques de
contamination du cacao par l'ochratoxine A » comprend trois sous themes de
recherche :
1) Etude de l'influence des supports de fermentation, de séchage et de stockage sur |
contamination en OTA des feves de cacao.
2) ldentification des espéeces de moisissures productrices d’OTA.
3) Et l'étude de l'incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la
contamination en OTA des féeves de cacao.
Notre travail s’'inscrit dans ce troisieme sous theme. Il a pour objectif principal d’établir
une relation entre 'état sanitaire de la cabosse de cacao qui réprésente les différent
aspects du cortex extérieur de la cabosse mire sans ou avec des Iésions (lésions du
aux insectes, a la machette, les microbes, etc) et le niveau de contamination en OTA de
feves seches destinées a I'exportation.
Il ressort de cet objectif principal, les objectifs spécifiques suivants :
- Classer les cabosses de cacao en fonction de leur état sanitaire.
- Déterminer pour chaque type de cabosses le niveau de contamination en OTA de:
feves seches.
- Comparer les niveaux de contamination en OTA en fonction de I'état sanitaire et
en déduire les types de cabosses responsables de la contamination en OTA.
- Enumérer les mesures appropriées pour éviter la contamination en OTA.
Notre étude comporte deux parties :
v La premiere partie est constituée d’une revue bibliographique sur I'ochratoxine A
v’ La deuxiéme partie présente l'approche expérimentale suivie des résultats
obtenus, les commentaires qu’ils ont suscités, d’'une conclusion générale et des

récommandations qui en découlent.
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PREMIERE PARTIE :

GENERALITES
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| - ORIGINE ET DECOUVERTE DE L'OCHRATOXINE A

Si certains champignons microscopigues ont un apport bénéfique grace aux procedés d
fermentation, d’autres, par contre, sont connus pour leur role néfaste de contaminants
des produits d’origine végétale ou animale. Ces moisissures peuvent affecter la qualité
des aliments gu’ils contaminent, devenant ainsi un danger pour la santé humaine ou
méme animale. Ce sont des microorganismes qui ont été responsables d’énormes perte
en vies humaines.

Au moyen age, et ce jusqu’au 19éme siécle, des épidémies mortelles étaient provoquee
par des intoxications fongiques dues a l'ingestion d’un champignon parasite du Seigle
appelé "ergot de seigleClaviceps purpurea) décrites sous le nom de "Mal des
ardents" ou "Feu de Saint Antoine", elles étaient attribuées, a cette époque, a des effet
de sorcellerie.

En 1960, I'intoxication d’'un élevage de dindonneaux a conduit des chercheurs anglais a
analyser les tourteaux d’arachides leur servant de nourriture. lls ont ainsi mis en
évidence la présence deAspergillus flavusqui produit une substance appelée
aflatoxine (Goldblatt, 1969).

En 1965, un groupe de chercheurs Sud-Africains isola pour la premiére fois
I'Ochratoxine A a partir d’'un isolat Aspergillus ochraceysa l'occasion d'une
recherche systématique sur les mycotoxines engagées a la suite d’intoxications
provoquées par les aflatoxines, ainsi qu’a la faveur de recherche ayant pour objectif la
découverte d’antibiotigue(Van Der Merwe, 1965 ;Steyn,1967).Des recherches
ultérieures ont révelé que diverses autres moisissures des dgesperyillus et

Penicilliumpeuvent aussi sécréter des ochratoxines (Yamazaki,1971).
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I —-STRUCTURE ET PROPRIETES PHYSICO - CHIMIQUES

[I-1 - Structure

L'Ochratoxine A est constituée d’'une molécule de 3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-3,4-
dihydroisocoumarine liée par une liaison peptidigue, au niveau de son groupement

carboxyl en G, au groupement amine de Igkphénylalanine. (figurel)

OH 0
COOH ‘
\ / CH,—CH—NH—co — ‘ 0
A CHj
Cl
Ochratoxine A
OH 0
COOH
— | HOOC
\ / CH, CH NH, @]
CH,
Cl
Phenylalanine Ochratoxine

Figure 1 : Structure de 'OTA et des molécules la constituant (Van Der Merwe, 1965)
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Il - 2 - Propriétés physico-chimiques

La formule brute de I'Ochratoxine A estf1sCINOe.

C’est un composé cristallin, incolore et de masse moléculaire 403,8 g/mol. L'OTA
possede un point de fusion de 90°C lorsqu’elle est cristallisée dans le benzéne et de
169°C lorsqgu’elle est cristallisée dans le xylene.

Les fonctions phénoliques et carboxyligues de I'OTA Iui conferent les propriétés
physico-chimiques des acides faibles, caractérisées par des pKA de 6,75 et de 10,2
(Galtier, 1977). Elle peut étre sous forme ionisée et non ionisée selon le pH du milieu. A
pH acide, 'OTA est tres soluble dans les solvants organiques polaires (alcools, cétones
benzene, chloroforme), peu soluble dans 'eau et insoluble dans les éthers de pétrole ¢
les hydrocarbures saturés; a pH alcalin, elle est trés soluble et trés stable dans I
bicarbonate aqueux (0,1 M). L'OTA absorbe la lumiére ultra-violette et son spectre
d’absorption varie en fonction du pH et de la polarité du solvant. Dans le méthanol,
I'OTA possede un maximum d’absorption a 333 nm avec un coefficient d’extinction
molaire €) de 5500 mélcm™. Dans le bicarbonate de sodium 0,1M (pH = 7,4), le
maximum d’absorption de I'OTA est de 378 nm avec un coefficient d’extinction
molaire de 14700 mdtm™. L’'OTA a une fluorescence verte en milieu acide & 365 nm

et bleue en milieu alcalin. Cette propriété est mise a profit pour sa détection et son
dosage. Elle présente un maximum d’émission de fluorescence a 467 nm dans I'éthano
96% et a 428 nm dans I'éthanol absolu.

L’OTA est partiellement dégradée dans des conditions normales de cuisson car elle es
thermostable, mais peut aussi étre transformée en 3-S-OTA (Bruinink, 1997). Des
solutions d’OTA sont completement dégradées par un exces d’hypochlorite de sodium..
Un certain nombre de dérivés de 'OTA sont connus.il s’agit des dérivés non chlorés
(Ochratoxine B) et des esters méthyliques ou éthyliques (Ochratoxine C) isolés par (Van
der merwe, 1965 ; Steyn, 1970).Ces derniers auteurs ont également prépare de
analogues structuraux de 'OTA en substituant la phenylalanine par d’autres acides

aminés (Figure 2).
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Par ailleurs, un autre dérive, I'Ochratoxine D (OTD) ou la 4-hydroxy-OTA (4(R)-OH-
OTA) a été isolée a partir de cultureRenicillium verrucosum

Il faut aussi noter I'existence d’analogues structuraux de 'OTA obtenus par substitution
de la phénylalanine par d’autres acides amineés (Steyn, 1970).

En 1992, Hadiane et coll ont, a partir de culturksplergillus ochraceuysisolé trois
nouvelles molécules d’Ochratoxine dans lesquelles la phénylalanine est remplacée

respectivement par la lysine, la sérine ou I'hydroxyproline. (Figure 3)

These de diplodme d’Etat de docteur en Pharmacie Gouet zroh julien Page 20



Incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la contamination en ochratoxine A

OH )
OH
HOOC COOH
0
CH, CH NH cO (0)
CH,4
Cl
Ochratoxinen Ochratoxine B

(dérivé non chloré de I'OTA)

OH o}
COOR
\ / CH,—CH NH co = o
X CH,
cl
Ochratoxine C
(ester méthylique ou éthylique de 'OTA)
R=CHklou GHs
OH 0
COOR
\ / CH,——CH NH co = o
A CH,
cl OH

Ochratoxine D
(dérivé hydroxylé de I'OTA)

Figure 2 : Structure de quelques dérivés de I'Ochratoxine A

These de diplodme d’Etat de docteur en Pharmacie Gouet zroh julien Page 21



Incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la contamination en ochratoxine A

0 OH
o “X\r— co—— NH——CH CH,— CH,
HaC Z COOH
cl
Lys-Ochratoxine
c‘) OH
0 ‘ “\r—Cco—NH—CH — CH,— OH
HaC Z COOH
cl
Ser- Ochratoxine
o) OH OH
o) co—N
HaC HooC
cl

OH- Pro-Ochratoxine

CH,

CH,

Figure 3 : Analogues naturels de I'Ochratoxine A (Hadiane, 1992)
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[l - PRODUCTION ET BIOSYNTHESEDE L'OTA

Il - 1 - Production naturelle de I'Ochratoxine A

L'OTA est un meétabolite secondaire produit par des champignons inférieurs : les

moisissures. Les principales souches productrices sont répertoriées dans le.tableau |
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.Tableau | : Principales moisissures productrices d’'OTA

Especes Références

Van der Merve et Coll. (1965)
Nesheim (1967)

Lai et coll. (1968)
Aspergillus ochraceus Natori et Coll. (1970)

Ciegler (1972)

Hesseltine et coll. (1972)
Frisvad (1986)

Skrinjar et Dimic (1992)

Aspergillus melleus Ciegler (1972)
Hesseltine et Coll. (1972)

Aspergillus alliaceus Ciegler (1972)
Hesseltine et Coll. (1972)
Aspergillus ostianus Ciegler (1972)
Hesseltine et coll. (1972)
Aspergillus petrakii Ciegler (1972)
Aspergillus sclerotiorum Ciegler (1972)

Hesseltine et Coll. (1972)
Skrinjar et Dimic (1992)

Aspergillus sulphureus Ciegler (1972)
Hesseltine et Coll. (1972)
Skrinjar et Dimic (1992)

Aspergillus elegan Tsubouchi et Coll. (1985)
Aspergillus fresenii Frisvad (1987)
Aspergillus glaucus Chelkowski et Coll. (1987)
Aspergillus niger Abarca et Coll.(1994)
Aspergillus carbonarius Abarca et Coll. (1994)
Penicillium verrucosum Van Walbeek (1969)

Scott et Coll. (1972)

Pitt (1987)

Skrinjar et Dimic (1992)

Autrespenicillium

Scott et Coll. (1972)

P.commune Ciegler (1972)

P. cyclopium Mills et Abramson (1982)

P. variabile Kribokov et Coll. (1987)
Land et Hult (1987)

P. verruculosum

P. palitans

P. expansum

P. chrysogenum

P. nordicum
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Parmi ces moisissures, deux sont essentiellement productrices de I'OTA. Il s'agit
d’Aspergillus ochraceugt dePénicillium verrucosumCes moisissures toxinogenes se
développent sur les productions agricoles dans les champs, pendant les traitements pos
récoltes et surtout au cours de leur stockage. La production d’OTA est liée aux
conditions de température, d’humidité ambiante, et de teneur en eau du support
contaminé (A,) (Pitt, 1987).

Les valeurs minimales d\Apour la production d’OTA oscillent entre 0,83 (83 %) et
0,90 (90 %) en fonction de la moisissure étudiée (Northolt, 1979). La température
optimale de production d’OTA pa&spergillus ochraceusst de 28°C, cette production

est moins importante a 15°C ou 37°C (Trenk, 1991). Au contr&esjcillium
viridicatum croit dans une gamme de température qui varie de 4°C a 30°C en présence
d’'une humidité de 22% (Mislivec, 1970). Dans les régions froides, 'OTA est plutot
produite par le®enicillia, alors que dans les régions chaudes, ce soAsfargillii qui

la synthétisent (Pohland, 1992).

Ainsi, la production d’OTA est liée a la physiologie propre de chacune des especes et
aux parametres écologiques. En Europe et au Camadacillium verrucosumest
considérée comme la principale moisissure productrice d’OTA dans les céréales
(JEFCA, WHO, 2002). L'OTA se formerait préférentiellement sur les aliments plutét
acides (Cuero, 1987). Les concentrations en OTA retrouvées dans les aliments sont tre
variables et varient de quelques ng/kg jusqu’a plusieurs dizaines de mg/kg (Krogh,
1976).

Les moisissures produisant 'OTA peuvent également produire d’autres toxines ou
cohabiter avec d’autres moisissures produisant des toxines différentes comme la
citrinine produite par deBenicillia (Kanisawa, 1990) ou des aflatoxines produites par
Aspergillus flavus

Un phénoméne de synergie avec I'OTA peut se produire et compliquer I'attribution a la
seule OTA des effets toxiques (Molinie, 2004).
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Il - 2 - Production de I'Ochratoxine A en laboratoire

En laboratoire, des progres considérables en ce qui concerne la production d’OTA ont

été réalisés a partir des cultures effectuées soit en milieu liquide, soit en milieu solide.

[l -2- 1- Culture en milieu liquide
Divers facteurs ont une influence sur la production d’OTA obtenue a partir de culture en

milieu liquide (Sansing, 1973).

[l 2- 1-1- La température

La température est un facteur déterminant pour la croissance du champignon et la
production de mycotoxine. (Sansing, 1973) ont montré que la température optimale de
production d’'OTA a partir d’'une cultureASpergillusvarie entre 20° et 25°C.

[lI-2- 1- 2-Le pH et le temps d’incubation

A des pH relativement élevés de l'ordre de 7.6 a 8.4, on a une forte production d'OTA
apres 14 jours d’incubation a 25°C (Sansing, 1973).

Le temps d’incubation est un facteur trés important pour I'obtention d'un bon
rendement. Le temps optimum nécessaire a la production d’OTA a partir d’'une souche
d’Aspergillus ochraceudlRL 3174 cultivée sur un milieu nutritif renfermant 4% de
saccharose et 2% d’extrait de levure varie entre 10 et 14 jours a 25°C (Sansing, 1973).

[ll- 2-1-3-Oxygénation et substrat

Le degré d’oxygénation influence également la production d’OTA (Sansing, 1973).

Des travaux effectués au laboratoire de I'Université de Bordeaux Il sur l'influence du
substrat et du temps d’incubation, ont permis d’optimiser la production d’OTA a partir
de la souche’dspergillus ochraceufCreppy, 1993).
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[l - 2 - 2 - Culture en milieu solide

De nombreux travaux reéalisés sur la production d’OTA a partir de cultures
d’Aspergillus ochraceust dePénicillium verrucosuneffectuées sur différentes graines

de céreales (mais, seigle, orge, blé, avoine...), montrent que toutes les souches ne so
pas également toxinogenes et qu’une souche toxinogeéne peut perdre cette propriét
apres plusieurs repiquages (Galtier, 1973). En 1975, Lindenfelser et Ciegler. ont obtenu
un rendement de 4mg/g a partir de la soucespergillus ochraceusNRRL 3174
cultivée sur du mais.

D’aprés ces auteurs, le temps optimum nécessaire a la production de la toxine, a le
température de 28°C, varie entre 7 et 14 jours, selon le substrat utilisé.

Tout comme dans le cas des cultures en milieu liquide, la température, le temps
d’incubation et la nature du substrat sont des parameétres déterminants pour les culture

en milieu solide.

Il - 3 - Biosynthése de I'Ochratoxine A

L’OTA est la condensation d’un noyau isocoumarinigue avec un acide aminé: la

phénylalanine.

En 1970, d’aprés Steyn,la biosynthese de la partie isocoumarinique résulterait de la
condensation de cing unités acétates suivie de I'incorporation en position 7 d’'un atome
de chlore. En 1971, Yamazaki et al soutiennent plutét que le noyau isocoumarinique est
la résultante de la condensation d'unités acétate et malonate suivie de I'introduction en
position 7 d’'un atome de chlore grace a I'action d’une chloropéroxydase.

Dans l'un ou l'autre des cas, 'OTA synthétase serait I'enzyme responsable de la

formation de la liaison amide entre la partie isocoumarinique et la phénylalanine.
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IV - TOXICOCINETIQUE DE L'OHRATOXINE A

IV - 1 - Absorption

Administrée a I'animal par voie orale, voie naturelle de contamination, 'OTA, une fois
ingérée, est partiellement absorbée par diffusion passive de la forme non ionisée &
travers la paroi gastrique (Galtier P, 1981). Cependant, une faible quantité est absorbé
au niveau de l'estomac. Le site principal d’absorption se situe au niveau de lintestin
gréle et plus précisément au niveau de la partie proximale du jéjunum (Kanisawa,
1984). Le taux d’absorption de 'OTA au niveau de l'intestin est respectivement de 66%
chez le porc, 56% chez le rat et le lapin, 40% chez le poulet (Galtier P, 1981). Elle est
ensuite distribuée aux différents organes via le systeme porte a partir du foie (Kumagai
et Aibara K., 1982).

Des études récentes montrent que l'absorption s’effectue aussi par des transporteur:
Ainsi, 'OTA pénétre dans la cellule principalement par transport actif.

En 1988, Kumagai a montré qu’au niveau intestinal 'OTA est absorbée par les cellules
intestinales humaines CagOprobablement par diffusion passive, mais que cette
absorption est limitée par une pompe a efflux actif localisée sur la face apicale des
cellules. L’absorption peut également se faire par voie pulmonaire avec une

biodisponibilité de 98% chez le porc (Brown, 1976).

IV - 2 - Distribution
IV - 2 - 1 - Distribution plasmatique et liaison aux protéines

On ne retrouve que peu d’OTA sous forme libre dans le sang. En effet, 'OTA a une tres
grande affinité pour certaines protéines plasmatiqgues ou elle est fixée a 90%
(Hagelberg, 1989). L'OTA se fixe sur I'albumine sérique (avec une constante d’affinité
(Katfinits) de 5,8 16 M chez ’lhomme) (Galtier, 1979) et aussi a une macromolécule

-1

sérigue non identifiece de masse moléculaire 20000Rak= 2.3 13° M7 chez

I’'homme).
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L'affinité de cette macromolécule pour I'OTA est®I6is supérieure a celle du sérum
albumine (Galtier, 1979). Le mécanisme par lequel I'OTA se lie aux protéines est mal
connu. Une étude rapporte que 'OTA, sous forme de di-anion, est liee au niveau des
sites de fixation de I'albumine sérique. Cette fixation retarde donc le transport de 'OTA
vers les différents organes et augmente sa demi-vie sérique et par conséquen
contribuerait au développement des effets toxiques chroniques de cette toxine.

C’est chez les humains que I'OTA possede la plus longue demi-vie dans le plasma qui
est estimée a 1 mois (Studer-Rohr, 2000). Elle est de 21 jours chez le singe, 72-12(
heures chez le porc, 55-120 heures pour le rat, 24-29 heures pour la souris
(Zepnik,2003). (Tableau I1)

L’OTA possede un cycle entérohépatique responsable en partie de sa trés longue dem

vie dans I'organisme (Fuchs. et, Roth, 1988).

Tableau Il : Demi-vie plasmatique de I'OTA, aprés administration oraled’une dose
unique

Espéces Demi-vie (heures) Références

Rat 55-120 Galtier et coll. (1979)

Poulet 4.1 Galtier et coll. (1981)

Macaque 510 Hagelberg et coll. (1989)

Porc 72-120 Galtier et coll. (1981)

Souris 24-39 Fukui et coll. (1987)
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IV - 2 - 2 - Distribution tissulaire

L’OTA est distribuée dans I'organisme a travers la circulation sanguine avec une tres
bonne diffusion tissulaire. Les organes les plus réceptifs sont les reins, le foie, les
testicules, l'intestin, les muscles et le tissu adipeux (organe de réserve) avec toutefois
une meilleure concentration dans les reins et le foie (Albassam, 1987 ; Galtier P, 1974).

La distribution tissulaire, que ce soit pour le porc, le poulet ou la chevre, suit en général
I'ordre suivant : reins > foie et muscles > graisses (Harwig 1983 ; Mortensen, 1983). De

récents travaux ont permis de déceler la présence de la toxine dans le cerveau de jeun
rats sans qu’il ait été possible de préciser s’il s’agit d’'un passage a travers la barriere
hémato-encéphalique ou d'un passage dans le liquide céphalo-rachidien (LCR).
D’autres études effectuées sur des souris ont montré que I'OTA franchissait la barriere
foeto-placentaire et était transmise de la mere aux feetus (Fukui, 1992). L'OTA passe

également dans le lait.

IV - 3 - Métabolisme

IV - 3 -1 - Métabolisme du groupement Phénylalanine

V-3 -1-1Hydrolyse de la liaison peptidique

In vitro, 'OTA est hydrolysée en @tet en phénylalanine par des enzymes
protéolytiques de digestion ul= chymotrypsine et la carboxypeptidase (Pitout, 1969).

Le groupement phénylalanine permet a 'OTA d’étre guidée vers les cibles cellulaires ce
qui expliquerait le peu de toxicité de '@TXiao H, 1996). Ainsi 'O est dénuée de
toxicité aigué mais conserve une partie de la génotoxicité de la molécule de départ
(Follmann, 1995).

In vivo, des homogénats pancréatiques, de l'iléon et du duodénum de rats sont capable
d’hydrolyser I'OTA, tandis que cette activité au niveau rénal ou hépatique est quasiment
nulle (Suzuki, 1977), voire inexistante dans les hépatocytes de rat (Hansen, 1982 ;
Kumagai et Aibara, 1982) ont montré que I'OTA circule du foie vers la bile, avant

d’étre évacuée dans l'intestin ou elle est hydrolysée en OT
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D’aprés (Storen ,1982), la présence ddGsErait due a un phénomene de réabsorption a

partir de l'intestin ou se forme ce métabolite.

I\V-3-1-2-Hydroxylation
Une autre voie de métabolisation de la phénylalanine conduit a I'obtention de la
tyrosine—OTA, formée suite a I'hydroxylation en position 4 du cycle aromatique de la

phénylalanine par la phénylalanine hydroxylase (Creppy, 1993 ; Stormer, 1983).

IV-3-2 -Métabolisme du groupement isocoumarinique

IV-3-2 -1-Hydrolyse de la fonction lactone

Le groupement isocoumarinique serait responsable de la toxicité via la formation d’'une
forme ouverte de 'OTA (OP — OTA) a la suite de I'hydrolyse de la fonction lactone
dans certaines conditions physiologiques. (Xiao, 1996) constatent que dans la bile de
rats traités par I'OTA (mais pas dans l'urine ou le sang), environ 50% de cette OTA est
de 'OP-OTA et que cette forme ouverte est encore plus toxique que 'OTA chez
'animal. lls ont également constatés que I'OTA se liait aux macromolécules
biologigues par une liaison ester covalente impliquant le groupement carbonyle de cette
fonction lactone et concluent que cette liaison, serait responsable de la toxicité et
génotoxicité de I'OTA qui se lierait respectivement aux protéines enzymatiques et

acides nucléiques.

IV-3-2 -2-Hydroxylation de la partie dihydro - isocoumarinique

(Xiao et al, 1996) ont montré qu'en présence de NADPH, 'OTA est métabolisée en
métabolites hydroxylés par le systéme microsomal des monooxygénases a cytochrom
P450. Trois métabolites hydroxylés ont été identifiés (figure 4) :

- I'épimére 4 (R) de la 4-OH-OTA majoritairement produit par l'intermédiaire de
microsomes de foies humain et de rat.

- I'épimere 4 (S) surtout produit par des microsomes de porc (Stormer, 1981).

Ces 2 métabolites peuvent aussi étre générés par les microsomes de reins
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(Hietanen, 1986) et dans des cultures de reins de singe. lls sont des métabolites moin
toxiques que 'OTA (Creppy, 1983 ; Stormer, 1983).

- la 10-OH-OTA, formée suite a I'incubation de 'OTA avec des microsomes de foie
de lapin (Stormer, 1983).
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Figure 4 : Dérivés hydroxylés de I'Ochratoxine A produits par les Cytochromes —
P450 et la phénylalanine hydroxylase
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IV - 3 - 3 - Métabolisation de 'OTA par conjugaison au Glutathion

La voie de métabolisation par conjugaison au glutathion est généralement considérée
comme une voie de détoxification (Jakoby, 1980). Néanmoins, certains dérivés
provenant de la conjugaison au glutathion génerent des composés électrophiles pouvar
étre mutagenes et cancérogenes (Dekant, 1980 ; Van blanderen, 1980). De plus, il es
evident que l'accumulation de conjugués du glutathion peut étre néphrotoxique dans
certains cas (Monks, 1987). Deux classes de conjugués peuvent étre distinguées :

- ceux agissant directement, sans activation métabolique (leur action est donc
indépendante des microsomes) (OTA-GSH)

- ceux devenant génotoxiques aprés métabolisation (métabolites- GSH).
(Pfohl-Leskowicz, 1993) ont confirmé par leurs travaux le role primordial du glutathion
dans la génotoxicité de 'OTA, soit par la formation de dérivés conjugués genotoxiques,

soit par ses propriétés oxydoréductrices.

IV - 3 - 4 - Autres voies de métabolisation

v' La glucuroconjugaison et la sulfoconjugaison au niveau du foie grace a la
glucuronyl transférase et sulfotransférase

v’ Les voies oxydatives qui conduisent a des manifestations toxiques provoquées pal
'OTA

v L’'OTA pourrait également étre activée en métabolites réactifs par la voie de
cooxydation des prostaglandines synthétases, notamment par la prostaglandine F
synthétase (PGHS) (Pfohl-Leskowicz, 1993).
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IV - 4 - Excrétion de I'Ochratoxine A et de ses métabolites

L'Ochratoxine A est éliminée par la voie fécale, biliaire et essentiellement par la voie
urinaire sous forme d’'OTA inchangée ou sous forme a’@Btoren O, 1982).
L’excrétion cumulée 120 heures aprés une administration per os d’OTA correspond a :
- 11% d’OTA et 23% d’O& dans les féces
- 11% d’'OTA et 12% d’Oa& dans les urines
- 33% dans la bile (Suzuki S, 1977)
Une partie de I'OTA qui se retrouve dans la bile peut étre réabsorbée au niveau de
I'intestin (Fuchs R. et coll.,, 1988). Dans le rein, 'OTA est filtrée au niveau du
glomérule puis sécrétée au niveau du tube contourné proximal dans la lumiére tubulaire.
30 a 40% d’OTA sont eliminées par voie urinaire (Storen O, 1982). Seulement 25% de
I'OTA au niveau du tubule proviennent de la filtration glomérulaire. Le reste est issu de
la sécrétion active de I'OTA vers la lumiere tubulaire par les transporteurs des anions
organiques (Schwerdt, 1997). L'OTA sécrétée dans l'urine est en partie réabsorbée atL
niveau des tubules rénaux, ce qui conduit a son accumulation dans les cellules rénales «
éventuellement a son retour dans la circulation sanguine.
L’excrétion biliaire et la filtration glomérulaire suivie d’'une excrétion et réabsorption au
niveau du tube contourné proximal, jouent un réle important dans la clairance corporelle
totale de 'OTA (figure 5). La contribution et l'intensité de chacune de ces voies sont
fonction de la dose, de la distribution tissulaire, de la voie d’administration, du
métabolisme de la toxine et du degré de fixation aux macromolécules sériques.
La pharmacocinétique d’élimination de I'OTA et de ses métabolites a été étudiée chez
le rat (Li, 1997). Ainsi, les demi-vies d’élimination respectives de :

v 'OTA = 103 +16 heures

v I'OP-OTA (lactone ouverte) = 50 +2,8 heures

v I'OTa =9,6 £2,3 heures

v la 4-OH-OTA = 6 £0,9 heures

v I'OTB (OTA déchloriné) = 4,2 +1,2 heures

These de diplodme d’Etat de docteur en Pharmacie Gouet zroh julien Page 35



Incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la contamination en ochratoxine A

v I'OTC (ester éthylique de 'OTA) = 0,6 £0,2 heures
L'OTA, I'OTB et I'OT a sont essentiellement éliminées par les urines (> 48%), la 4-
OH-OTA par la bile (41%) et TOP-OTA comme métabolite (43%).
Nous pouvons en conclure que I'OTA est éliminée tres lentement alors que ses

métabolites le sont nettement plus rapidement.
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Figure 5 : Excrétion tubulaire de I'Ochratoxine A (Galtier, 1974)
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V - MECANISME D’ACTION DE L'OTA

V -1- Action au niveau de la transcription et de la traduction

In vitro, 'OTA inhibe spécifiquement la synthese des protéines en entrant en
competition avec la phénylalanine lors de la réaction d’amino-acylation de 'ARN de
transfert phénylalanine—tARN par la phénylalanyl-tARN synthétase (figure 6) (Bunge,
1978 ; Creppy, 1983). Il en résulte un arrét de la réaction d’amino-acylation et
I'élongation peptidique. La synthése d’ARN messager peut également étre inhibée
(Meisner, 1983). Ce mécanisme d’action a été déemontré aussi bien chez les procaryote
gue les eucaryotes. C’est I'équipe du professeur Rdschenthaler (1988) qui a mis en
evidence une accumulation de nucléotides régulateurs (magic spotsBatitas
subtilis

Cette accumulation a été interprétée comme le signe d’'une amino-acylation incompléte
d’'un acide ribonucléique de transfert (tRNA); il s’agit du tRNA phénylalanine
(tRNAP™). Ces mémes auteurs ont également montré que les préparations purifiées de
phénylalanyl-tRNA synthétase dgacillus subtilis étaient inhibées par I'OTA. Par
ailleurs, (Bunge, 1979) ont rapporté la preuve qu'un systeme de synthése de
polyphénylalanine dirigé par la polyuridine était inhibé par I'OTA et qu’en présence
d’'un tRNA phénylalanine amino-acylé par la phénylalanine, I'inhibition disparaissait. Il
apparait donc nettement que I'OTA empéche la fixation de la phénylalanine sur son
tRNA spécifique.

(Creppy, 1979) ont montré dans une étude systématique du mode d’action de 'OTA sur
les organismes supérieurs, que I'OTA inhibait les deux réactions catalysées par la
phénylalanyl-tRNA synthétase ; a savoir d'une part, I'activation de la phénylalanine et
d'autre part, sa fixation sur le tRNA (inhibition compétitif vis-a-vis de la

phénylalanine).
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OTA;

Phe + ATP + Phe RS > AMP~ Phe-Phe RS + Ppi

2 |OTA

RESINA

v

PheABMAMP +Phe RS

Ribosom£s 3 |OTA

+

autres AA-TRNA

v

Peptides ou protéines

Phe = phénylalanine

Phe RS = phénylalanyl-tRNA synthétase

tRNAP™ = RNA de transfert de la phénylalanine
OTA = action inhibitrice de I'OTA

1 : Inhibition de l'activation de la phénylalanine
2 : Inhibition de la fixation de la phénylalanine sur son tRNA spécifique
3 : arrét de I'élongation peptidique

Figure 6 : Effets de I'Ochratoxine A sur la synthese des protéines.
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V - 2 - Action sur le métabolisme glucidique

L’OTA entraine une baissede 25% de la néoglucogenese rénale (qui constitue une de
voies majeures du métabolisme des glucides au niveau rénal) chez des rats traités avec
mg d’OTA par kg de nourriture pendant 2 jours (Meisner , 1983). Cet effet provient de
I'inhibition par 'OTA de la synthese d’ARN messager (ARNcodant pour la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) enzyme clé de la néoglucogenése
(Krogh, 1988 ; Meisner, 1983). Ceci étant 'OTA inhibe donc la néoglucogenese rénale
essentiellement a partir du pyruvate. L'OTA peut avoir un effethyperglycémiant lié
d’'une part a la stimulation de la glycogénolyseet d’autre part a la formation de glucose a

partir d’autres nutriments, notamment d’acides aminés glucoformateurs (Verma, 1998).

V - 3 - Perturbations oxydatives (Peroxydation lipidique)

(Omar, 1990) ont démontré récemment in vivo et in vitro, le mécanisme de la
lipopéroxydation. L'OTA, ajoutée a des microsomes de foie et de reins de rat en
présence d’'un agent réducteur (NADPH) et de fer, augmente la peroxydation lipidique ;
le fer et les autres métaux dits de transition ont en effet la capacité de jouer le rble
d’agents radicalaires lorsqu’ils sont complexés par certaines molécules organiques ;
c’est le cas de 'OTA qui va chélater les ions®Eell en résulte la formation d'un
complexe en OTA-F& trés facilement réduit par une oxydoréductase & NADPH, H
(NADPH-CYP 450 réductase).

Cette réduction des ions Béen Fe*" s'accroit trés largement en présence d’'OTA
(Omar, 1990 ; Rahimtula, 1988). Le complexe OTA-Fainsi formé & son tour céde un
électron a I'oxygene moléculaire pour former différents dérivés radicalaires.

Il s’en suit a l'intérieur de la membrane au niveau des acides gras poly-insaturés des
phospholipides membranaires, tout un processus de réactions en chaine qui aboutisse
a la peroxydation lipidique ainsi qu'a d’autres effets toxiques au niveau cellulaire
(figure 7) (Esterbauer , 1993 ; Van Ginkel, 1994 ; Wagner , 1994). Les lipopéroxydes et

les aldéhydes libérés propagent " I'attaque radicalaire " non seulement a l'intérieur de la
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cellule, mais également a distance, ce qui génere des altérations tissulaires structurale:
Au début du processus, il se produit une simple désorganisation de la membrane, pui
un défaut de fluidité et des perturbations de plus en plus marquées pouvant aller jusqu’e
la lyse compléte.

In vivo, chez le rat, 'administration d’OTA a forte dose (6 mg/kg) provoque également

une peroxydation lipidigue mesurée par le dosage de I'éthane expire.
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ROO

Génotoxicité (adduits) Lipopéroxydation Atteintes enzymatiques
mutagénicuité membranaire (défaut de perturbation des
carcinogénicité fluidité) réactions biochimiques

Figure 7 : Formation de dérivés radicalaires de I'Oxygene et effets toxiquesau niveau

cellulaire
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V- 4- Action sur la respiration mitochondriale

La respiration mitochondriale est diminuée in vitro a la suite d’exposition a 'OTA. Ceci
est dU a une altération des transporteurs de phosphate de la membrane mitochondriale
a une inhibition de l'activité ATPasique de la membrane interne de la mitochondrie.
L'OTA inhibe compétitivement les activites de la succinate déshydrogénase, la
succinate cytochrome C réductase et la succinate oxydase mitochondriale de rat

(Wel, 1985). Elle inhibe également l'activité de certaines enzymes indispensables aux
cycles des acides tri-carboxyliques (cycle de Krebs), induisant une diminution de la
production d’ATP.

V - 5 - Action sur le métabolisme calcique

Les effets toxiques de I'OTA, principalement la néphropathie, sont en partie liés a la
mobilisation du calcium intracellulaire (Rahimtula, 1986).

L’augmentation de la lipopéroxydation induite par TOTA méne a une modification de
I’'hnoméostasie calcique hépatique et rénale, avec une augmentation du taux de calciun

cytosolique (Chong, 1992).

V - 6 - Interaction avec d’autres mycotoxines

De nombreuses mycotoxines peuvent influencer fortement la toxicité de I'OTA en
potentialisant ses effets ; c’est le cas notamment des Aflatoxines, de la Citrinine, de
I’Acide pénicillinique. Ces mycotoxines coexistent fréequemment avec 'OTA dans les
denrées alimentaires (Braunberg, 1994 ; Creppy, 1980). Un phénoméne de synergie
avec I'OTA peut donc se produire et compliquer I'attribution a la seule OTA de ses
effets toxiques (Pohland, 1992).

These de diplodme d’Etat de docteur en Pharmacie Gouet zroh julien Page 43



Incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la contamination en ochratoxine A

VI - ETUDE TOXICOLOGIQUE CHEZ L’ANIMAL

VI - 1 - Toxicité aigue

La toxicité de I'OTA est tres variable. Plusieurs facteurs contribuent a la toxicité de
I'OTA : sa grande biodisponibilité, sa clairance plasmatique basse et sa longue demi-
vie. Comme le montre le tableau Il qui représente les valeurs de la dose létale 50
(DLsg) de plusieurs especes animales selon diverses voies d’intoxication (Kuiper, 1993),

ces facteurs varient selon I'espéece animale, la voie d’administration et le sexe.

Tableau Ill: DLsg de I'Ochratoxine A chez différentes especes animales

Animal DL50 (mg/kg de poids) Voie d’administration
Souris swiss 51-68 Voie orale

Souris femelle 22 Voie intrapéritonéale
Rat (male et femelle) 28 et21,4 Voie orale

Rat (male et femelle) 12,6 et 14,3 Voie intrapéritonéale
Rat (nouveau-ne) 3,9 Voie orale

Cobaye (male et femelle) 9,1et8,1 Voie orale

Poulet 3,3 Voie orale

Porc 1 Voie orale

Chien 0,2 Voie orale

Ce tableau montre que le chien et le porc sont les especes les plus sensibles a I'OTA

Une diminution de la Dig peut étre observée suite a la synergie d’action entre OTA et

I’Acide pénicillinique ou la citrinine.
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(Di Paolo, 1993) ont décrit un cas d’intoxication aigle par inhalatigwspgrgillus
ochraceusayant provoqué une atteinte rénale (oligurie et tubulonécrose). Les toxicoses
aiglies se caractérisent par des dommages rénaux, une anorexie accompagnée d’ul
perte de poids, des vomissements, une température rectale élevée, l'apparition de
conjonctivites, une déshydratation, un affaiblissement général. La mort de lI'animal
intervient deux semaines apres administration de la toxine. Au cours de lintoxication
aigue, des modifications enzymatiques ont été décrites.

Chez I'homme, l'intoxication aigtie par 'OTA n’a pas encore été prouvee.

VI - 2 - Toxicité subaigiie ou subchronique
Elle permet la mise en évidence deffets toxiques aprés administration répétée
guotidienne ou fréguente d’'une ou plusieurs doses faibles de la substance a teste
(Tableau 1V). La durée n’excede pas 90 jours.
La toxicité subaiglie permet d’avoir des renseignements sur la réversibilité ou
I'irréversibilité des effets et précise si ces effets sont cumulatifs ou retardés.
Elle permet également le choix des doses pouvant étre utilisées lors des études a lon
terme. Des études de toxicité subaigle chez certains animaux, ont montré :

v' des anomalies des facteurs de la coagulation chez le rat, avec des hémorragies ¢

des thromboses au niveau de la rate, du cerveau, du foie, des reins et du coeur ;

v des nécroses hépatiques et rénales

v des lésions gastro-intestinales et des lésions des tissus lymphoides chez le cobay

(Hagelberg, 1989) ;
v' une myélotoxicité chez la souris (Boorman, 1984)
v une fragilité intestinale et des lésions rénales chez la poule (Elling, 1975) et une

diminution de la production d’ceufs chez la poule.
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Tableau 1V: Résultats d’études toxicologiques subaiglies chez certainesespeces

Dose
(mg/kg
Especes Voie /PC) Temps Effets Référence
[mg/kg | jours)
aliment]
Orale par 0.24-2.4 -Retard de croissance Munro et coll.
Rat wistar Alimen- [2.4-24] -hyperurémie (1974)
tation 14 -diminution du volume
d’urine
-augmentation du poids
des reins et Iésions
rénales
Intrapéri- 0.75-2 -Perte de poids Berndt
tonéale -augmentation du débit et Hayes
Rat urinaire (1979)
sprague- 5-7 -hypoprotéinurie
Dawley -augmentation de la
glucosurie
-réduction du transport
urinaire de substances
organiques.
Orale par 0.06-1 -Retard de croissance Programme
gavage -réduction relative du national de
Rat fisher poids des reins Toxicologie
344/N 91 -cardiomégalie (1989)
-nécrose tubulaire rénale
-néphropathie rénale
Capsule 0.1-0.2 -aucun changement Kitchen et
par voie fonctionnel des reins coll.
Chien orale 14 - nécrose tubulaire rénale | (1977a,b)
-nécrose du thymus
Voie orale 8.10°7, -d'importantes Elling
par 0.04, 0.2 perturbation de la fonction| (1979a) ;
Porc Alimen- [0.21-5] 5-90 rénale krogh et coll.
tation -diminution et /ou (1988)
augmentation du taux des
enzymes rénaux.
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VI - 3 - Toxicité chronique

Elle permet de mettre en évidence les effets toxiques apres administration répétée
guotidienne ou fréquente d’'une ou plusieurs doses de substances a tester pendant ur
longue période (supérieurs a 90 jours) ; cette période peut aller jusqu’a 18 mois voire
plus.

Les études de toxicité chronique se font lorsque la substance toxiqgue demande un lon
temps de latence, soit pour s’accumuler en quantité suffisante, soit pour exprimer |'effet
toxique. L’étude chronique permet par ailleurs, de définir les doses limites ou seuils
limites de contamination qui sert de base a la fixation chez 'homme de la dose
journaliere tolérable (DJT).

Les effets chroniques de 'OTA se manifestent aussi bien chez les animaux que chez

'hnomme.

VIl - PRINCIPAUX EFFETS BIOLOGIQUES

VIl-1 - OTA et santé animale

VII-1-1- Néphrotoxicité et perturbation de la fonction rénale

En raison de sa capacité de transport actif et de sa fonction de concentration, le rein es
exposé a de fortes concentrations de substances toxiques ; il constitue de ce fait un
cible privilégiée pour les xénobiotiques tels que I'OTA. La morphologie et la fonction
du rein sont fortement affectées par de trés fortes doses d’OTA. La néphropathie (effet
toxiqgue majeur de I'OTA) se caractérise par une tubulonéphrite interstitielle, une
augmentation du volume des reins et du volume de I'urine ; tout ceci évoluant lentement
vers une urémie terminale (Krogh, 1974 ; Petkova, 1988). On note également une
polyurie, une glycosurie, une protéinurie et une enzymurie signe d’'une atteintedu tube
contourné proximal (Kane, 1986).

Cette pathologie a été décrite aussi bien chez les animaux (porc, rat, volaille, souris...) &
la suite d’ingestion d’aliment contaminé par I'OTA, que chez I'homme (Elling et
Moller, 1974 ; Krogh, 1976 ; Krogh, 1974).
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VII-1-1-1-Néphropathie chez le rat

Administré a des rongeurs, I'OTA provoque une néphropathie. Afin de déterminer les

mécanismes de la néphrotoxicité, de nombreuses études ont été effectués chez I'anim:
de laboratoire, notamment le rat (Berndt et Hayes, 1979 ; Kane A, 1986 ; Purchase et
Theron, 1968). Ainsi, des rats ont été intoxiqués de facon chronique par voie orale (0,4
et 0,8 mg/kg de poids corporel) pendant 3 mois avec des doses de toxine. Dans ce
conditions, le poids corporel des animaux diminue de maniere significative, ainsi que le
poids relatif et la taille moyenne des reins.

Par ailleurs, 'accumulation de la toxine semble affecter essentiellement le rein et a
moindre degré, le sang alors que dans l'urine les quantités d’'OTA éliminées restent
basses. L’étude histologique des reins montre une dégéenérescence du tissu tubulair
réveélée par I'apparition de cellules tubulaires anormales caryomégaliques et de mitoses
inhabituelles a un stade précoce (aprés 15 jours), suivie de figures apoptotiques
fréequentes (aprées 3 mois). L’'altération de la fonction rénale se traduit également par une
augmentation du taux des enzymes urinaiy€3 ( PAL, LDH et NAG). Parallelement

a 'augmentation du taux des enzymes dans l'urine, on constate une diminution de leur

taux dans les tubules rénaux (sauf en ce qui concerne le NAG) (Kane, 1986).

VII-1-1-2-Néphropathie porcine

La néphropathie porcine a principalement été décrite au Danemark et en Suede, mai:
egalement dans d’autres pays européens (Pologne, Hongrie...) (Elling et Moller, 1974 ;
Wagner, 1994 ; Sandor G, 1982). Elle se caractérise, apres ingestion de nourriture
contaminée, par une tubulonéphrite interstitielle qui se traduit par une dégénérescence
suivie d’'une atrophie tubulaire puis par une fibrose interstitielle et en conséquence par
une altération des fonctions rénales.

Dans les reins des porcs nourris avec une alimentation contenant 0,2 a 1 mg/kg/j
d’OTA, soit 0,008 a 0,041mg/kg/j de poids corporel, on a noté une baisse de l'activité

dose—dependante de la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) etyde la

glutamyl-transpeptidase. L’atteinte primaire porte sur la membrane de la bordure en
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brosse des tubules rénaux ; les tubules proximaux étant les premieres cibles (Elling e
Moller, 1974).
L’altération de la fonction rénale se caractérise également par une polyurie, une

protéinurie, une glycosurie, une urémie et une augmentation des enzymes urinaires.

VII-1-1-3-Néphropathie chez la volaille

Chez le poulet, des Iésions rénales associées a I'ingestion de 'OTA ont été observée:
(Elling, 1975). Les lésions structurales se caractérisent par une dilatation des tubules
rénaux, une déformation des cellules épithéliales et une fibrose interstitielle. On note
également une néphrite aiglie avec gonflement des cellules épithéliales tubulaires e
dépots de protéines dans la partie luminale.

Chez des animaux auxqguels a été administrée pendant un an, une dose de 0,3 a 1 mg/k
les lésions histologiques fonctionnelles induites sont identiques a celles qui sont
observées dans le cas des contaminations naturelles (altération des tubules rénaux ain

gue la fonction de filtration glomérulaire).

VII - 1 - 2 - Effets sur la coagulation
L'OTA perturbe le processus de I'hnémostase (plaquettes et certains facteurs de la
coagulation) (Pohland, 1992) ; cet effet serait lié a la structure isocoumarinique de la

toxine.

VIl - 1 - 3 — Immunotoxicité

L’OTA affecte a la fois la réponse a médiation cellulaire et humorale. En effet, Lea et al
(Lea, 1989) ont montré dans une étude in vitro que I'OTA inhibe la prolifération des
lymphocytes périphériques T et B, qu’elle abolit la production

d’interleukine 2 (IL2) ainsi que de ses récepteurs. L’'OTA supprime l'activité de cellules

tueuses ainsi que la production d’interféron (Luster, 1987).
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Cet effet immunosuppresseur est dose-dépendant mais la dose reste toutefois inférieur
a celle qui provoque la néphropathie. L’'OTA peut étre a l'origine de lymphopénie, de
régression du thymus et de suppression de la réponse immunitaire.

L’administration au porc d’'une dose d’'OTA de 0,06 mg/kg entraine une inhibition de
10% de la réponse immunitaire dans les conditions normales d’élevage (Hult, 1980 et
1984). Cependant, si on administre a ces porcs une dose plus élevée de 2,5 m
d’OTA/kg, on constate une diminution de l'activité phagocytaire des macrophages et la
production d’interleukine 2 (IL2) (Harvey, 1992 ; Lea, 1989).

Une administration de pg d’'OTA/kg en dose unique par voie intrapéritonéale chez la
souris Balb/c supprime la réponse immunitaire (IgG, IgM). Avec de fortes doses (20 a
80 mg/kg en intrapéritonéale, 1 jour sur 2 pendant 8 jours) chez les souris Swiss, on
note un appauvrissement cellulaire important de la moelle osseuse avec une diminutior
de la masse thymique (de l'ordre de 33 %) et baisse de la capacité phagocytaire e
inhibition de la croissance tumorale (Boorman, 1984).

Chez les cobayes ayant recu de 'OTA a 5,6 mg/kg de poids corporel, on observe une
nécrose et des cedemes des ganglions lymphatiques, de la rate et du thymus ainsi qu’ut
leucopénie (Hagelberg, 1989).

Chez le poulet recevant de la nourriture contaminée par 0,5 a 2 mg d’'OTA /kg pendant
21 jours, il a été observé une immunosuppression. L'effet immunosuppressif de 'OTA
n'est pas seélectif et plusieurs réactions immunitaires peuvent étre directement ou
indirectement affectées.

Parallelement aux études in vivo, de nombreuses expérimentations ont éte réalisees i
vitro, sur les lymphocytes en culture. Dans ces cellules, 'OTA inhibe la synthese
protéique (70% d’inhibition pour des doses d’'OTA de 1ug/ml) (Creppy, 1982).
L’ensemble des résultats obtenus a ce jour indigue que l'immunosuppression serait
principalement due a l'inhibition de la synthése des macromolécules dans les cellules
lymphocytaires (Stormer et Lea, 1995). Le systeme immunitaire semble donc étre une
cible tres sensible a I'action de I'OTA. Le métabolite hydroxylé de I'OTA, le 4R.OH-
OTA s’est révelé aussi immunosuppresseur que I'OTA (Creppy, 1983).
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VII - 1 - 4 - Neurotoxicité

Les effets neurotoxiques de 'OTA se manifestent au niveau de toutes les structures dt
systeme nerveux central. (Bruinink ,1997) ont montré que I'OTA était hautement
toxique pour les cellules nerveuses. L’'OTA atteint le tissu neuronal (cerveau, rétine).
Apres administration par voie intracérébrale, 'OTA a été détecté 24 heures plus tard
dans toutes les régions du systeme nerveux central, a I'exception des organes et liquide
périphériques (sang, rein, urine...) ; ce qui indique que le passage de I'OTA du fluide
cérébral vers les liquides biologiques que sont le sang et les urines est nul ou presqu
inexistant.

Les principaux organes cibles sont I'hippocampe, le mésencéphale ventral, le striatum e
le cervelet (Braudeau, 1969).

Une contamination par suite d’alimentation provoque une accumulation de 'OTA dans
le cerveau. L’'accumulation est proportionnelle a la dose et au temps d’exposition et peut
atteindre au bout de 6 semaines 100 ng/g de cerveau (Berndt et Hayes, 1979). L'atteintt
cérébrale se caractérise également, hormis les lésions, par une réduction du taux d
tyrosine, des acides aminés et du phénanthréne (Berndt et Hayes, 1979). L’activité de
certaines enzymes du systéme nerveux central est aussi modifiee par 'OTA. C’est le cas
notamment de lay glutamyltransferase pour laquelle on note une augmentation
considérable de I'activité dans certaines régions du cerveau. Quant aux autres enzyme:
les modifications de l'activité étaient sélectives régionalement avec un retour a la
normale au bout des 35 jours d’exposition (Roth, 1988).

De nombreuses études experimentales sur la neurotoxicité de 'OTA chez le rat ont été
réalisées in vivo, notamment sur des cultures cellulaires provenant de neurones. Ce:
études ont établi clairement que la neurotoxicité de 'OTA était due a sa partie

iIsocoumarinique (Bunge, 1979).
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VII - 1 -5 - Tératogénicité

L'OTA est tératogene chez I'animal. Elle traverse la barriére foeto-placentaire, ce qui
explique les malformations du squelette notamment les malformations vertébrales
observées chez le foetus animal (rat, chien, souris, poulet, porc...).

De telles malformations n’ont pas été mises en évidence chez 'lhomme (Arora et Frélen,
1981 ; Brown, 1976 ; Hayes, 1974 ; Mayura, 1982).

L’administration d’OTA par voie intra péritonéale (dose totale de 4 mg/kg) ou par voie
orale (dose totale de 5 mg/kg) a des rates gestantes occasionne une perte de poids d
foetus ainsi qu’une proportion anormale de foetus présentant des hémorragies. De plus
des administrations orales répétées d’OTA (0,75 mg/kg de poids)"8au615™ jour

sont embryotoxiques et tératogenes. Elles induisent, chez les petits, des anomalies de
visceres et du squelette (Brown, 1976). On observe eégalement des retards
psychomoteurs et des modifications du comportement (Poppe, 1983).

De méme, l'administration par voie intrapéritonéale d’'une dose unique de 5 mg/kg
d’OTA a des souris gravides conduit a des malformations faetales, voire a la mort in
utero. Les effets les plus fréquents sont une encéphalite, des anomalies oculaires, de
doigts et de la queue (Hayes, 1974). L'OTA provoque aussi une nécrose des cellules
cérébrales et une microcéphalie (Gareis, 1996).

Des anomalies touchant les membres, le cou, les visceres et la taille ont été notées che
les embryons de poulet aprés l'injection d’OTA dans la poche d’air d’ceufs fertilisés a
une dose reduite de g par ceuf (Giliani, 1978). La frequence, la multiplicité et la
sévérité de ces anomalies augmentent avec la dose.

Outre les anomalies de structures, I'OTA provoquerait des modifications
neurochimiques. On constate en effet chez les faetus, une diminution des taux d’ADN,
d’ARN, de protéines et de monoamines telles que la dopamine, la noradrénaline et la
sérotonine (Fukui, 1992).

Il a été démontré que 'OTA administrée a la rate passe le placenta et s’Taccumule dan:

les tissus fceetaux d’ou son effet direct sur 'embryon (Ballinger, 1986).
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VII - 1 - 6 - Génotoxicité et mutagénicité

L’'évaluation de la génotoxicité d’'un xénobiotique peut étre effectuée a l'aide de
différents tests, tels que la mesure de la mutagénicité par le test de AMES, la mesure
d’échange de chromatines sceurs, la détection des cassures simple-brin de I'ADN, la
formation de micro noyaux (Ashby, 1988).

Face a des résultats contradictoires, 'OTA a longtemps été considérée comme nor
génotoxique. Les différents tests de la mutagénicité effectués sur les procaryotes se sor
révélés neégatifs (test de AMES réalisé sur differentes soucheSatteonella
typhimuriun). Par la suite, une activité mutagene a été observé sur des souches de
Salmonella typhimuriumTA 1535, TA 1538, TA 100 exposées au surnageant
d’hépatocytes de rats traités in vitro par 'OTA métabolisée (Hennig, 1991). Il a été
constaté également une induction d’échange de chromatides sceurs dans de
lymphocytes humains cultivés dans un milieu contenant 'OTA métabolisé par ces
mémes hépatocytes. La génotoxicité de 'OTA a été démontrée en utilisant d’autres
types de cellules mammiferes.

Les effets génotoxiques de 'OTA sont démontrés in vivo par des cassures simple-brin
du DNA, des adduits au DNA, des aberrations chromosomiques.

VII- 1-6 -1-Cassures simple-brin du DNA

Une administration intrapéritonéale d’OTA a des souris Balb/c, soit a forte dose en une
fois, soit a faibles doses répétées, provoque une cassure réversible au niveau du DNA d
rein, de foie et de rate. Ces observations mises en évidence par la technique de I'élutiol
alcaline, indiquent les sites de labilité sur la molécule du DNA (Creppy, 1985).

Par contre, dans le cas d'un traitement a long terme, ces cassures peuvent persist

longtemps apres l'arrét de I'administration de la toxine.
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VIl -1- 6- 2-Adduits a ’'ADN.

Une méthode tres sensible permettant la détection des adduits a I'ADN a été développé
en 1986 par Reddy et Randerath. La technique appliquée a la souris et au rat indique
gue I'OTA induit la formation de nombreux adduits a 'ADN de maniere dose-
dépendante (Pfohl-Leszkowicz, 1991). Ainsi, pour comprendre la génotoxicité de
I'OTA, la formation d’adduits a ’ADN suite a I'administration de 2,5 mg/kg d'OTA a
des souris, et leur disparition ont été testées par la méthode de post-marquage a
phosphore 32°*tP) qui est une méthode trés sensible de détection des adduits a ’ADN.
Dans I'ADN de rein, de foie et de rate, plusieurs adduits ont été observés 24 heures
aprés une administration unique d’'OTA. Cependant, leurs taux varient significativement
suivant I'organe et en fonction du temps. Le rein est I'organe cible pour la génotoxicité
comme il I'est pour la carcinogénicité. Tous les adduits disparaissent au bout de 5 jours
dans le foie et la rate alors que quelques adduits persistent dans le rein au dela de 1
jours apres administration de I'OTA. Certains adduits sont spécifiques de l'organe et
I'espece. Dans le but de mettre en évidence le rble de I'OTA dans I'étiologie de cancers
humains de rein et de la vessie, 'ADN de personnes souffrant de néphropathie
endémique des Balkans et ayant été exposées a I'OTA, a été analysé. Plusieurs addui

ont été détectés.

VII-1- 6 -3-Aberrations chromosomiques.

Des échanges de chromatines sceurs ont été induits in vitro mais pas in vivo, avec de
doses couvrant les doses cytotoxiques. Les aberrations chromosomiques sont fonction
des cellules étudiées. On a pu induire une aberration chromosomique sur le
chromosome X de lymphocytes humains cultivés en présence d’OTA et les micro-
nucléides ont été induits dans les cellules de la vésicule séminale ovine et les

fibroblastes de I'embryon du hamster syrien (Kumagai, 1988).
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VIl -2 -0OTA et santé humaine

hY

L’exposition de 'homme a L'OTA s’effectue par l'intermédiaire de la chaine
alimentaire de facon directe (consommation de céréales, oléagineux etc....contaminés
ou indirecte (consommation de viande, de lait etc....contaminés) et egalement par
inhalation de moisissures a cause de l'air ambiant qui est contaminé (Di Paolo, 1993).
L'OTA peut avoir une longue durée de demi-vie chez les humains et résiste aux
traitements culinaires ordinaires. Les premieres études pour relier la néphropathie
endémique des Balkans (NEB) a lI'exposition de 'homme a I'OTA par mesure des
teneurs en cette mycotoxine dans le sang ont débuté en ex -Yougoslavie. Des 1982, Hul
et al constatent que 7 % d’échantillons de sang humain sont contaminés par de 'OTA a
des taux supérieurs a 1 ng/ml et peuvent atteindre 40 ng/ml (Creppy, 1991 ; Betina V.,
1994). Ces résultats suggerent une corrélation entre I'exposition a I'OTA, l'incidence de
la NEB et le cancer du tractus urinaire. Depuis le début des années 80, 'OTA a été
décelé dans le sang humain. (Tableau V).

L’ensemble des travaux effectués a permis de constater que I'ochratoxicose humaine
touchetous les pays du monde et que la fréquence des personnes OTA- positives est |ié
a divers facteurs tels que les zones géographiques, les saisons etc.... ; il semble pe
exemple que les zones rurales soient plus touchées que les zones urbaines (Crepp
1991 ; Creppy, 1993).
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Tableau V: Teneur en Ochratoxine A dans le sang et le lait chez 'lhomme

Echantillons Taux de contamination
biologiques Pays Références
Péninsule -Hult et coll, 1982a, b
Serum 2 —10 ng/ml Balkanique -Petkova-Bocharova et
Castegnaro, 1985
-Petkova-Bocharova et
coll., 1988
Serum 0,1 -14,4 ng/ml
Rein 0,1 -0,3 ng/g Allemange Bauer et Gareis, 1987
Lait 24ng/l
Serum 0,1-13,2 ng/ml Danemark Hald, 1991
Serum 0,44 ng/ml
-Breithotz-Emanuelson €
Italie coll, 1994
Lait maternel 0,1-12 pg/ml -Miraglia et coll., 1993
Serum 0,06 — 6,02 ng/ml Suisse Zimmerli et Dick, 1995
Lait 5 — 14 pg/ml Suisse
Serum 0,27 ng/ml Pologne Golinski et coll., 1991
0,1-4,3 ng/ml Rhone-Alpes
0,1-11,8 ng/ml Alsace Creppy et coll., 1993
Serum 0,1 - 8,4 ng/ml Aquitaine
Lait 0,2 — 337 ng/ml Sierra Leone Jonsyn et coll.,1985
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En Cote d'lvoire, les études préliminaires portant sur 'OTA contenue dans le sang
menées entre 1998 et 2004 par (Sangare ,2006) ont montré que la contamination de |
population par lI'intermédiaire des denrées alimentaires est bien réelle. Les résultats on
revélé que 22 des 63 participants en bonne santé avaient des niveaux d’'OTA allant de
0,01 a 5,8jig/l pour une teneur moyenne de g3 par rapport aux 8 des 39 patients
atteints de néphropathie traités par dialyse dont les niveaux étaient de 0,167gll2,42
pour une moyenne de 1,a%!| (Tableau VI ). La concentration de 'OTA dans le sang
serait en grande partie liée aux habitudes alimentaires de la population en généra

dominées par les céréales et les arachides.

Tableau VI : Teneur en Ochratoxine A dans le sang a Abidjan (Coéte d’lvoire) (Sangare,
2006)

Catégorie de effectif Pourcentage de Intervalle Moyenne en
personne contamination g/l g/l

Patients sains 63 34,9 0,01 a5,81 0,83
Patients

néphropathies 39 20,5 0,167 a 2,42 1,05
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VII - 2 - 1 - Néphropathie aiglie chez ’'homme

Une néphropathie aiglie parait exceptionnelle. La seule observation disponible semble
étre celle décrite par Di Paolo (1993) concernant le cas d’'insuffisance rénale aigiie che:
des fermiers travaillant pendant 8 heures dans une grange a blé qui était restée clos
pendant deux annees.

L’inhalation de la mycotoxine conduira au bout de 5 jours a une insuffisance rénale
aigUe a diurese conservée (créatinine sanguin 64 mg/l, clairance de la créatine 9ml/mn)
La protéinurie est importante (4,6 g/l) avec hypoprotidémie. La taille des reins est a la
limite supérieure a la normale. Le diagnostic retenu est celui de nécrose tubulaire aigie
avec présence de lésion glomérulaire minime. Des expériences similaires ont été
effectuées sur des lapins avec du blé contaminé et I'on a constaté les mémes effets
Cette observation est la seule précisant chez 'homme une possible atteinte rénale

survenant apres inhalation de mycotoxine.

VII - 2 - 2 - Néphropathie endémique des Balkans (NEB)

L’observation la plus récente, quant a la responsabilité de 'OTA dans la survenue de
néphropathie chronique est celle décrite dans les Balkans entre 1953 et 1956 (Austwick
1981). Il s’agit d'une néphropathietubulo-interstitielle bilatérale. Le tableau clinique
consiste en une lente dégéenérescence rénale avec une protéinurie, une urémie, ur
atrophie de ['épithélium tubulaire, une fibrose interstitielle du cortex rénal, une
hyalinisation des glomérules et a long terme, des tumeurs du tractus urinaire
(Castegnaro, 1987 ; Creppy, 1991 ; Krogh, 1974 ; Petkova, 1988). Des études
epidémiologiques ont montré une prévalence de cette maladie en Bulgarie, en
Roumanie, en Croatie, en Bosnie et en Serbie. Il y a quelqgues années, I'implication de
I'OTA dans la survenue de la NEB n’était encore qu’a I'état d’hypothese.

En 1993, un élément nouveau est venu renforcer I'hypothése de cette implication. En
effet, 'étude de Pfohl-Leszkowicz (1993) a montré la ressemblance entre les adduits a

I’ADN obtenus expérimentalement chez des souris intoxiquées par I'OTA et les adduits
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trouvés dans les biopsies de reins et de vessies provenant des patients atteints de

NEB.

Récemment, des spécialistes Croates, les Docteurs Sostaric et Plestina J. ont constat
apres une visite a la clinigue de néphrologie du CHU de Monastir (Tunisie), une

analogie entre les coupes histologiques effectuées sur les reins des patients OTA
positifs présentant une néphropathie interstitielle chronique et des coupes provenant de

patients croates, atteints de NEB.

VII - 2 - 3 - Néphropathie interstitielle chronique d’Afrique du Nord

La néphropathie humaine a été également décrite en Afrique du nord sous le vocable d
néphropathie interstitielle chronique d’Afrique du nord. Cette néphropathie varie selon
les régions. En effet, il existe dans les pays d’Afrique du nord, des foyers a forte
prévalence d’insuffisance rénale chronique. Dans cette région, les néphropathies
interstitielles chroniques représentent 30 a 35% des causes d’insuffisances rénale:
chroniques terminales, dont le 1/3 d'origine indéterminée (Krogh, 1979). La
contamination de la population tunisienne par 'OTA est fréquente. On estime a 65% de
la population générale, le nombre de sujets contaminés avec des taux seriques allant d
0,7 a 7,8 ng/ml. Ce taux est 8 a 10 fois plus élevé chez 64% des patients ayant une
insuffisance rénale chronique avec une présence d’'OTA dans le sang a un seuil de
détection de 1 ng/ml. Les plus hautes valeurs de I'OTA (25 a 50 ng/ml) sont retrouvées
chez les patients qui ont une néphropathie interstitielle chronique, alors que les taux son
3 a 4 fois moins élevés chez les patients ayant une glomérulonéphrite chronique ou une
néphropathie vasculaire (Krogh, 1979).

Ce travail a été enrichi par une étude démontrant que les patients ayant une
néphropathie interstitielle chronique et des taux sériques d’OTA les plus élevés ont
eégalement la contamination alimentaire la plus importante. Ainsi, il semble aujourd’hui
probable que I'OTA soit un facteur impliqué dans la survenue ou l'aggravation des
néphropathies interstitielles chroniques en Tunisie, ainsi que dans d’autres pays du
Maghreb.
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VIl — DETECTION ET DOSAGE DE L'OTA

Il existe diverses méthodes d’analyse de I'Ochratoxine A (Van Egmond, 1991). Ces
méthodes impliquent toutes, au préalable, une extraction par des solvants organique
appropriés suivie d'une purification puis du dosage. Un certain nombre de techniques

ont été proposées pour la détermination de 'OTA.

VIl - 1 - Dosage de 'OTA par Chromatographie sur Couche Mince

La technique de chromatographie sur couche mince, mise au point par Nesheim S.
(1973), a été adoptée officiellement par I'Association of Official Analytical Chemist
(AOAC) pour I'analyse en phase normale de I'OTA, 'OTB et leurs esters. La détection
et la quantification de la mycotoxine peuvent se réaliser sous lampe UV ou mieux par
fluorescence. Elle fut d’abord utilisée pour la détermination de 'OTA dans le café vert
et I'orge puis étendue par la suite avec succes a diverses cereales et produits biologique
(Bartos et Matyas, 1980 ; IARC, 1982).

Sa limite de détection est de 10 ng/g dans le cas des céréales et d’environ 0,2 a 0,5 ng!

dans le cas des tissus animaux (Paulsch, 1982).

VIl - 2 - Dosage de 'OTA par Chromatographie Liquide Haute

Performance ( HPLC)

Les meéethodes HPLC, développees par Bauer et Gareis (1987); Nesheim ,1973;
Nesheim,1992; pour les dosages de 'OTA dans les céréales, les produits animaux
(tissus et sérum) ou le sérum humain ont un seuil de détection de I'ordre de 0,1 ng/g oL

0,1 ng/ml.
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VIl - 3 - Méthode enzymatique de confirmation

Les méthodes spectrofluorimétriques peuvent étre utilisées pour le dosage des
echantillons biologiques liquides. L'une de ces méthodes décrite par Hult et Gatenbeck
(1979), consiste a scinder par la carboxypeptidase, 'OTA engD&n Phénylalanine.

La détection est basée sur la difféerence entre les spectres d’excitation et d’émission de
I'OTA et de I'Ota. , ainsi que sur la disparition de 'OTA parallelement a I'apparition de

I'Ota avec un temps de rétention tres faible.

VIl - 4 - Méthodes de couplage avec la Spectrométrie de masse

Le couplage HPLC-Spectrométrie de masse (HPLC-MS) a été utilisé par Abramson D.
(1987) pour la détection de 'OTA dans l'orge (seuil de détection de l'ordre de 0,5
ng/g). Récemment, le couplage chromatographique en phase gazeuse — spectrométrie (
masse (CPG-MS) a été mis au point pour détecter la présence d’OTA dans

I'alimentation (Jiao, 1992).

Vil - 5 - Méthodes immunologiques

Des méthodes immunologiques et radio-immunologiques (test ELISA, RIA) sont
également utilisées pour détecter la présence d’OTA dans les céréales et les échantillon
biologiques (Candlish, 1988; Morgan, 1985 ; Rousseau, 1987).
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IX-MOYENS DE PREVENTION CONTRE L'INTOXICATION PARL'OTA

IX - 1- Deétoxification de 'OTA

Elle concerne les moyens pouvant étre utilisés pour empécher une moisissure
toxinogéne de produire 'OTA et/ou de la détruire lorsqu’elle est déja produite aussi

bien en milieu liquide que solide.

IX-1-1-Traitements physiques

IX-1-1-1-Effet des expositions aux UV

L'utilisation des UV semble étre un moyen éfficace pour réduire la production d’'OTA
dans les milieux liquides, mais cela n’a pas été testé sur des inocula solides a cause de
difficultés techniques liées a I'exposition des grains.

Ainsi, I'exposition des inocula’Aspergillus ochraceus I'UV induit une réduction

significative du nombre d’amas myceliens.

IX-1-1-2-Effets de lirradiation par les rayons gamma sur la production

d’Ochratoxine A en milieu liquide et solide

En milieu liquide, si on applique 2 ou 3 kGy, la réduction de la masse mycélienne est
faible mais la production d’OTA est fortement augmentée. Il faut aller jusqua 4 kGy
pour obtenir une réduction de 60% de la production d’OTA, alors gu'a 5kGy il n'ya
plus de production d’'OTA.Cependant, Lorsque les radiations ionisantes sont appliquées
a des liguides contenant déja de I'OTA, la toxine est détruite a 50% environ entre 2 et 3
kGy, et a 80% entre 4 et 5 kGy pour les concentrations élevees d’OTA. Ainsi,plus la
concentration d’OTA est élevée dans le milieu plus l'irradiation est efficace.

Par contre en milieu solide, I'effet est déja tres net des 2 kGy ou il ya environ 75% de
réduction de la quantité d’OTA produite. Mais cet effet n’évolue pas en fonction de la

guantité de radiations ionisantes.
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IX-1-1-3-Effet de la congélation sur la production d’OTA

Lorsque les inocula sont congelés a —20°c, puis décongelés de facon repétée, la mas:
mycelienne totale est réduite de fagon significative alors que la production d’OTA n’est

réduite que de 10 a 45 %. Ceci pourrait étre le résultat de lésions induites par les
cristaux de glace qui se forment pendant la congélation lente.

L'effet de cette congelation n’est pas proportionnel a la durée ni au nombre de

congélations-décongélations. Ce procedé de congélation devra étre mis au point er
fonction de parametres tels que le temps de congélation ou de décongélation, de I
nature et de dégré d’humidité de la denrée concernée.

Quant aux congélations dans de I'azote liquide suivies de décongélations, aucun effet

n’est observé.

IX-1-1-4-Effets de la chaleur sur la production d’OTA

L’impact de la chaleur sur la teneur en OTA dans les aliments a été largement étudié

( Fuchs , 1988 ; Trenk, 1991). Un autoclave a 150°c ne réduit que de 20% les taux
d’OTA dans l'alimentation humaine ; méme si la durée est de 3 heures a 200°c pendan
10 minutes, la toxine n’est pas complétement détruite. La chaleur n’a pas d’influence
significative sur cette toxine. Cela s’explique par le fait que I'OTA est un compose tres
stable (stabilité encore plus accrue en atmosphére humide) en raison de sa liaisor
peptidiqgue qu’une action conjuguée de traitements physiques et chimiques pourrait peu

étre altérer .

IX-1-2- Traitements chimiques

Les méthodes utilisées pour la détoxification des céréales sont essentiellement basée
sur des traitements par ’Ammoniac. Chelkowski (1982) ont montré qu’un traitement de
grains de mais par une solution d’ammoniaque a 2% réduisait considérablement les tau:
d’OTA et décomposait la toxine en composés moins toxiques. Ce traitement s’avere
préjudiciable a la qualité des protéines du mais.

L'utilisation d’hypochlorite dans le cadre du stockage des grains, réduit également les
taux d'OTA.
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IX -1-3- Combinaison de traitements chimique et physique.

Un procedé de détoxification a été mis au point par Madsen en1983.1l consiste en un
traitement de lI'orge par 'ammoniaque (5%) pendant 96 heures a 70°c, suivi d’un
chauffage a 90°c avec de la soude (0,5%), puis d’'un autoclavage a 132°c pendant 3(
minutes.Ce procédé qui ne réduit que de 16 % le taux d’OTA, peut altérer la qualité
nutritive des protéines. L'utilisation d’alcali (ammoniaque 5% + soude 0,5%) associée a
un traitement thermique a pour effet 'ouverture de cycle lactone. Cependant, bien que
le taux d’OTA soit réduit dans l'orge traité, on retrouve sensiblement la méme quantité
de toxine dans les reins des animaux, ce qui laisse supposer que le cycle lactone s
refermerait au contact du pH acide de I'estomac.ll est également possible de détoxifier
I'OTA prétraitée ou non avec.B,(0,05 a 10%), par chauffage a 100°c en présence de
NaOH 0,1.L'OTA serait probablement hydrolisée en &ten phenylalanine selon une
réaction semblable a celle de la carboxypeptidase. Cependant pour obtenir une complét
detoxification, de forts pH sont nécessaires (pH 10 — 12) (Trivedi, 1992).

Par contre un traitement acide (HCI 0,1 N ) a forte température (T° < 100°c) ne suffit

pas adetoxifier complétement la toxine (dégradation trés lente) (Trivedi, 1992).

IX- 1-4-Traitements enzymatiques

IX- 1-4-1-Effets de la carboxypeptidase sur la production de 'OTA

La carboxypeptidase, enzyme pancréatique qui hydrolyse I'OTA en &bt
phénylalanine, entraine une réduction tres nette de la quantité d’'OTA produite, environ
60% apres 18 jours pour 40 U/l, et une disparition complete de 'OTA pour 100 U/I
(Deberghes, 1995). Cependant, la masse myceélienne totale humide ou séche, n’est pe
réduite par la présence de la carboxypeptidase indiquant qu’elle agit plutét sur 'OTA

déja formée et pas sur son processus de formation.
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IX- 1-4-2-Effets de l'uricase

Les résultats de Deberghes en 1995 mettent en évidence l'efficacité de l'uricase en ce
gui concerne la production d’'OTA. Cette enzyme utilise la toxine comme substrat et la

transforme en une ou plusieurs entités qu’il conviendrait d’'identifier pour en apprécier

I’éventuelle toxicité.

IX-1-4-3-Influence de la superoxyde dismutase associée a la catalase sur la
néphrotoxicité induite par I'OTA chez le rat.

La superoxyde dismutase (SOD) et la catalase atténuent l'augmentation de
I'enzymurie et de la protéinurie provoquée par 'OTA. Ces deux enzymes semblent
donc prévenir, en grande patrtie, les Iésions oxydatives induites par 'OTA.

Les traitements par la SOD et la catalase atténuent significativement 'augmentation de
la créatininémie observée chez les rats traités par 'OTA, et augmentent par contre, la
créatininurie. La clairance de la créatinine diminue significativement aprés traitement
par la SOD et la catalase. Elles agissent en inhibant le processus oxydatif ( diminution
de la péroxydation lipidique ) avec pour conséquence, 'augmentation de I'excrétion et
de I'élimination de 'OTA.

Nous pouvons donc conclure que ces molécules semblent prévenir , en grande partie, |
néphropathie induite par 'OTA. Elles pourraient par conséquent, étre utilisées en tant

gu’agents protecteurs contre les effets de I'ochratoxicose humaine.

IX - 2 - Utilisation des molecules protectrices

De nombreux travaux montrent qu’il est possible de limiter la toxicité de I'OTA par
'emploi de molécules protectrices. Ainsi, la phénylalanine (analogue structural de
I'OTA), les vitamines A, C et E, la cholestyramine ou le bicarbonate de sodium, ont éte
employées dans diverses études pour réduire ou inhiber certains effets biologiques de
'OTA.
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IX-2-1- Effets protecteurs de la phénylalanine

IX-2-1-1-Effets antidotiques sur l'inhibition de la synthese protéique

Etant donné que I'OTA agit comme un inhibiteur compétitif de la phénylalanine,
(Creppy ,1979) ont étudié en présence de I'OTA, les effets de cet acide aminé sur la
croissance cellulaire ainsi que sur la synthese protéique. Dans les cellules d’hépatome
en culture (MTT), l'addition simultanée de 150 pM de Phénylalanine et de 90uM
d’OTA permet d’empécher totalement la croissance cellulaire induite par la toxine. Il en
est de méme en ce qui concerne linhibition de la synthése protéique qui est levée er
présence de cette addition.

Lorsque la phénylalanine est ajoutée 1 a 2 heures aprés I'incorporation de la toxine, or

constate une réversion de 'action de 'OTA apres un temps de latence de 2 heures.

IX-2-1-2-Effets de la phénylalanine sur la toxicité aigie chez I'animal

Chez des souris traitées en intra-péritonéale par 0,8 mg d’'OTA, on constate en 24
heures 100 % de mortalité.Par contre, lorsque cette dose est injectée en méme temps gt
0,8 mg de phénylalanine, 97% des animaux survivent ; avec 1 mg de phénylalanine, le
pourcentage de survie atteint 100 % (Creppy, 1984 et 1980). Mais lorsque la
phénylalanine est injectée 1 heure apres I'administration de 'OTA, seulement 10 % des
souris survivent. On ne retrouve donc pas chez I'animal la réversion observée in vitro
avec les cellules HTC, lorsque l'acide animé est administré une heure aprés
I'intoxication par la toxine. Ainsi, la phénylalanine peut prévenir une intoxication aigué
mortelle induite par 'OTA (Creppy, 1984).

IX-2-1-3-Effets de la phénylalanine sur limmunosuppression

Chez la souris Balb/C, une administration intra-péritonéale de 1ug/kg d’'OTA suffit a
supprimer 70% de la réponse immunitaire (IgM, 1gG). Cet effet est prévenu lorsque I'on
administre en méme temps que la toxine, une dose de phénylalanine 10 fois supérieur:
(10ug /kg) (Creppy, 1983 ; Haubeck, 1981).
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IX-2-1-4-Prévention partielle de la tératogénicité

L’administration simultanée de phénylalanine et de I'OTA a des rates en gestation,
induit chez celles-ci une réduction des effets tératogenes. Ainsi, I'administration
simultanée & des rates gravides Hif jpur de gestation de 20 mg/kg de phénylalanine

et de 1,75 mg/kg d’OTA, se traduit par une diminution significative des malformations
du squelette telles que celles qui se manifestent chez des feetus issus d’une rate traité

uniquement par I'OTA (Mayura, 1982).

IX-2-1-5-Prévention partielle de la néphrotoxicité

Chez des rats traités par gavage pendant 4 semaines avec 145ug d’OTA/jour, or
constate une augmentation des activités enzymatiques dans les urines et une diminutio
du taux des enzymes dans les tubules. Ces effets sont relativement atténués lorsque I
animaux sont traités simultanément avec de la Phénylalanine (1,45mg/kg/j) et avec
I'OTA (145 pg/kg/)) (Kane, 1986)

IX-2-1-6 -Influence de la phénylalanine sur la toxicocinétique de 'OTA
L’administration simultanée de la phénylalanine et de 'OTA modifie complétement le
profil pharmacocinétique de la toxine (Kane, 1986 ; Roth, 1988).0n constate en effet :
- une augmentation de I'absorption stomacale et intestinale de la toxine ;
- une modification de la distribution au niveau de différents organes et fluides
biologiques (estomac, contenu intestinal, tissus, etc.) ;
- une amélioration du transit gastro-intestinal, avec une augmentation d’'OTA dans
I'intestin, ce qui favorise le processus de détoxification en @ar la microflore
- une forte atténuation du cycle entérohépatique (réduction de la demi-vie
plasmatique), probablement le résultat d’'une compétition entre I'OTA et la

phénylalanine au niveau de la réabsorption intestinale
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- une augmentation des éliminations urinaire et biliaire ; cette augmentation serait la
conséquence du déplacement par la phénylalanine de la toxine de ses liaisons ave
I'albumine (complexe OTA-protéine).

En conclusion, la phénylalanine administrée préventivement ou peu de temps apres

I'ingestion d’OTA, peut prévenir en partie voire entierement un certain nombre

d’effets toxiques y compris la néphrotoxicité. Par contre, 'administration per os n'a

aucun effet sur la génotoxicité (Kane, 1986).

IX - 2 - 2 - Effets de la vitamine A sur la génotoxicité induite parl’Ochratoxine A

Les effets génotoxiques de 'OTA se traduisent au niveau des reins et d’autres organe:
par la formation des adduits au DNA, des cassures monobrins et souvent des aberration
chromosomiques. L’administration simultanée de rétinol et d’'OTA (a une dose double
de la dose thérapeutique usuelle) réduit de fagon significative chez la souris, ces effets
génotoxiques induits par 'OTA (Kumari et Sinha, 1994). Actuellement, le mécanisme
d’action due a la vitamine A en qualité d’agent protecteur n’est pas encore totalement
élucidé. Plusieurs hypotheéses sont énoncées parmi lesquelles, la plus probable serait li€
aux propriétés antioxydantes du rétinol. En effet, le rétinol, en tant qu’antioxydant
piégeur de radicaux libres, empécherait la formation de radicaux électrophiles et
inhiberait par conséquent la fixation a ’ADN.

Cette vitamine pourrait également intervenir suivant d’autres modes d’action :

- eliminer la distribution de la toxine au niveau des organes cibles

- étre a l'origine d’'un mécanisme de patrtition intracellulaire

- éliminer les métabolites réactifs de la cellule

La vitamine A, de méme que la vitamine E possédant des propriétés antioxydants

pourraient jouer un rble protecteur vis a vis des effets chroniques de I'OTA.

IX - 2 - 3 - Effets de la vitamine C sur la génotoxicité de 'OTA
La vitamine C diminue la génotoxicité de I'OTA, une grande partie des adduits disparait

(Pfohl-Leszkowicz, 2002). L’administration simultanée a des souris d'OTA
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(1 pg/kg/j) et de vitamine C (10 mg kg/j) réduit la fréequence des aberrations
chromosomiques (diminution des anomalies lors de la mitose et de la méiose)
(Bose, 1994). L'effet protecteur de la vitamine C est particulierement important au

niveau de la division cellulaire.

IX - 2 - 4 - Effets protecteurs du Bicarbonate de Sodium (Na HC%)

(Yong ,1987) ont montré que, chez le rat, 'administration du bicarbonate de sodium
(pH =8) favorise d’'une part, I'excrétion urinaire de I'OTA, et d’autre part le clivage de
I'OTA en OTa et en phénylalanine. D’apres ces auteurs, 'augmentation du pH urinaire
(alcalinisation de l'urine) accroitrait I'ionisation et la dissociation de I'OTA, les
composes ionisés étant éliminés plus rapidement. De plus, on note une diminution de le
frequence des lésions induites par I'OTA au niveau du foie, du cceur, des reins en
présence de NaHGOLe NaHCQ abaisserait le taux de phénylalanine. Il semblerait
donc, d’apres ces données que l'utilisation de cette molécule, en tant qu’agent de

détoxification, devrait étre reconsidérée.

IX -2 -5 - Effets protecteurs de la cholestyramine

Le cycle entéro-hépatique de 'OTA peut étre inhibé par I'action de la cholestyramine
(agent séquestrant les acides biliaires), dont la toxicité est pratiquement nulle et qui,
administrée per os, fixe la toxine et augmente ainsi son élimination dans les feces
(Roth, 1988).

Cette résine échangeuse d’ions agirait en fixant 'OTA sous forme d’'un complexe
insoluble et inhiberait ainsi sa réabsorption au niveau de l'intestin, ce qui favoriserait
son élimination. La cholestyramine semble aussi diminuer la biodisponibilité de I'OTA
et I'excrétion urinaire de 'OTA en diminuant son absorption digestive et en favorisant

son élimination fécale, ce qui permet de débarrasser I'organisme de I'OTA.
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X - PRESENCE NATURELLE DE L'OCHRATOXINE A DANS LES
PRODUITS VEGETAUX ET ANIMAUX

Découverte de fagcon fortuite en 1965 par des chimistes Sud-Africains, la présence
naturelle de 'OTA dans les produits alimentaires n'avait pas été rapportée dans cette
région. C'est en 1969 que Shotwell et coll. ont signalé des cas de contamination
naturelle dans le mais. Par la suite, la mycotoxine a été identifiee dans de nombreu»
produits végétaux et animaux a l'origine de la contamination humaine.

Les services de controle des Etats membres de I'Union Européenne ont découvert qu
'OTA élaborée de préférence au niveau des denrées a caractere acide est ul
contaminant naturel présent essentiellement dans les céréales (ble, mais, seigle, org
avoine, sorgho...), mais aussi dans les abats et les viandes d’animaux recevant de
aliments contaminés (Jorgensen, 1998), ainsi que dans le riz, le soja, le cacao, le:
haricots, les pois, les cacahuetes et les fruits secs (figues, pruneaux) (Krogh, 1987). Or
note sa présence également dans les produits dérivés des céréales comme la farine,
pain, les pates. On la retrouve aussi dans la biere (El-Dessouki, 1992), dans le vin et le
jus de raisin (Zimmerli et Dick, 1996). De méme, on a pu la mettre en évidence dans le
sang et les tissus des animaux d’élevage (volaille, porc...) ou elle s’accumule au niveau
rénal et hépatique (Gareis, 1996).

En 1994, la Commission Européenne a créé un groupe de coopération scientifique
(SCOOP Task) pour rassembler des données sur l'apport dOTA par le régime
alimentaire dans I’'Union Européenne. Les résultats obtenus sont présentés dans I
tableau VII.
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Tableau VII: Fréquence et taux de contamination en OTA de divers aliments dans
I’'Union Européenne (D’apres SCOOP Task 3.2.7, European, 2002)

Produits Nombre Nombre Pourcentage Ochratoxine A ug/kg
alimentaires d’échantillons d’éc_hantillons d’éc_hantillons Moyenne  Moyenne?
positifs positifs
Céréales 5180 2825 55 0,294 0,484
Blé 979 273 28 0,269 0,700
Mais 267 35 13 0,165 0,719
Avoine 164 49 30 0,192 0,465
Sorgho 34 24 70 0,136 0,120
Seigle 444 236 53 0,597 1,095
Orge 142 34 24 0,301 1,061
Riz 63 4 6 0,217 0,725
café vert 1704 620 36 1,620 3,641
café torréfi¢ 1184 549 46 0,724 1,092
Biere 496 192 39 0,028 0,032
Vin 1470 872 59 0,357 0,591
cacao et dérives 547 445 81 0,236 0,277
fruits secs 800 582 73 2,298 3,078
Viande 1860 328 18 0,198 0,830
Epices 361 188 52 1,150 5,061
Autres® 4927 2472 50 0,197 0,551

a Sur la totalité des échantillons.

b Sur les échantillons positifs

c Inclus café soluble et décaféiné

d Beurre, haricots secs, jus de raisin, huile d’olive etc....
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En Coéte d’lvoire des études sur la contamination des aliments par I'OTA ont été

effectuées par (Sangaré, 2006). Il ressort de ces études préliminaires que tous le

aliments échantillonnés (mil ; mais ; riz ; arachide) sont contaminés par 'OTA. Le mais

est l'aliment le plus contaminé avec une moyenne de 870,5 png/kg. Les résultats de cett

etude sont présentés dans le tableau VIII.

Tableau VIl : Résultats de I'analyse préliminaire de I'Ochratoxine A dans les aliments

en Cote d’lvoire (Sangare, 2006)

Intervalle des concentrations Concentration moyenne en

Matrices d’OTA en ug/kg Hg/kg
Mil 17 & 204 110,5
Mais 3a1738 870,5
Riz 9492 50,5
Arachide 6 a 64 35
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Xl - OCHRATOXINE A ET LEGISLATION

La législation fixe des teneurs en mycotoxine a ne pas dépasser et précise entre autr
chose que les lots fortement contaminés ne peuvent pas étre mélangés a des lots sai
dans I'objectif de diminuer le niveau final de contamination.

En 1990, différentes propositions ont éeté avancées notamment au Brésil, en
Tchécoslovaquie, au Danemark, en France, en Grece, en Hongrie, en lIsraél, er
Hollande, en Roumanie, en Sueéede, en Angleterre a la suite desquelles la limite
acceptable a été fixée entre 1 et 50 ng/g pour les denrées alimentaires et entre 100 ¢
1000 ng/g pour les produits destinés a I'alimentation animale. Cependant, dans certain:
pays, de telles reglementations peuvent poser de graves préjudices aux produits, ce qui
pour conséquence de réviser les seuils a la hausse. Il serait donc souhaitable d’établ
une reglementation internationale.

En 1990, le comité conjoint des experts FAO/OMS sur les additifs alimentaires JECFA
(Joint Expert Committee on Food and Additives) a fixé, pour 'OTA, la dose tolérable
hebdomadaire provisoire (DHTP) : la dose pouvant étre consommée chague semaine a
cours de la vie entiére sans incidence sur la santé du consommateur. Celle-ci a été fixé
a 112 ng/kg de poids corporel, qui correspond a une dose journaliere de 16 ng/kg de
poids établie exclusivement en relation avec I'apparition d’effets néphrotoxiques. Cette
valeur ne prend pas en compte les données génotoxiques et carcinogéniques dont le
doses journalieres sont fixées a 5 ng/kg de poids corporel (Kuiper, 1993). Afin
d’évaluer de maniere directe le degré dexposition de 'homme a la toxine, la
surveillance des taux sériques a également été proposeée. La recherche systématigt
d’OTA dans le sang de personnes saines a été entreprise en Allemagne, en Suede
dans les Balkans. Les résultats provisoires montrent qu'un nombre important de
personnes (plus de 40%) présente de 'OTA a des taux allant jusqu’a quelgues ng/ml.
En France, un travail de méme ordre entrepris dans le cadre d’un projet Lyon-Bordeaux-
Strasbourg a révélé que les taux sériques décelés chez 'lhomme sont en moyenn
legérement inférieurs a ceux qui ont été décelés dans les pays d’Europe du Nord (0,1 a

ng/ml contre 2 a 11 ng/ml) (Creppy, 1993).
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Dans les Balkans, des taux sériques supérieurs a 100 ng/ml ont été mis en évidence.
apparait par consequent indispensable de poursuivre ces travaux afin de déterminer le
risques réels encourus par les personnes OTA-positives, sachant qu’il est nécessaire ¢
préalable de normaliser les techniques de dosage.

Le 4 avril 2006, le groupe scientifique sur les contaminants de la chaine alimentaire de
I'’Autorité européennede sécurité des aliments (AESA), a la demande de laCommissiona
adopté un avis scientifique actualisé surl’ochratoxine A (OTA) dans les aliments dans
lequel, sur la base des nouvelles informations scientifiques disponibles, unedose
hebdomadaire tolérable de 120 ng/kg depoids corporel a été établie.

Le 18 novembre 2003, conformément a un document de travail du Comité expert sur les
“Contaminants de I'Agriculture” a propos de la régulation de I'OTA, il existe les
propositions suivantes pour la régulation sur le cacao matiere premiére pour la
transformation des denrées alimentaires (feve de cacao, amandes décortiquées, pate
cacao, tourteau de cacao et cacao en poudre, 2 pug/kg).

Le 19 Décembre 2006, compte tenu des nouvelles exigences de qualité
sanitaire,lereglement CE n° 1881/2006 de la Commission Européenne fixe les limites
maximales pour certains contaminants dans les denrées alimentaires, notamment cell
de I'OTA de 5ug/kg dans les grains de café torréfié et de café torréfié moulu ; de 10
Hng/kg dans le café soluble (café instantan€).La commission juge également opportun de
mener des investigations afin de fixer ou non une teneur maximale d’'OTA dans le cacao
et produits a base de cacao.

Le 5 février 2010, le reglement (UE) N°105/2010 de la commission modifiant le
reglement (CE) n° 1881/2006 portant fixation de teneurs maximales pour certains
contaminants dans les denrées alimentaires en ce qui concerne I'ochratoxine A stipule
en son paragraphe 5 :

Au vu des informations disponibles, il ne semble pas nécessaire, pour protéger la sant
publique, de fixer une teneur maximale en OTA pour le cacao et les produits a bases de
cacao, puisque ces denrées ne contribuent pas considérablement a I'exposition a 'OTA

et que des teneurs élevées en OTA n'ont été que rarement décelées dans ces denrees.
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Xl - GENERALITES SUR LE CACAO

Xl - 1 - Origine et découverte du cacao

Le cacaoyer était utilisé en Amérique centrale par les Mayas et les Azteques bien
longtemps avant l'arrivée des Européens. C’est sous leur nom mexicain qu’Hernandez
en 1630, donna la premiere description botanique de I'arbre (Cacahoquahuitl), de ses
fruits (Cacahoacentli) et de ses graines (Cacahoatl).

Le mot " cacao " qui est dérivé de la langue Maya et qui est universellement employe
aujourd’hui, a fait pour la premiere fois son apparition dans la littérature botanique en

1605 sous la plume de Charles de I'Ecluse.

En 1700, Tournefort le retint comme nom de genre, mais Linnée en 1737, préféere lui

substituer celui def'héobroma C’est dans I'especeThéobroma cacdodécrite par

Linnée, que se classent aujourd’hui tous les cacaoyers cultivés (Braudeau, 1969).

Xl - 2 - Historique du cacao en Cote d’lvoire

Le cacao a été introduit en Cote d’lvoire depuis 1888 a Aboisso par Verdier et
Bretignierds. Et depuis, la culture du cacaoyer occupe aujourd’hui une place importante
dans I'économie ivoirienne. A l'origine, les zones de plus fortes productions étaient
celles de I'Est et le Centre-Est. Ces régions constituaient alors «la boucle du
cacao ».Suite aux changements climatiques et a I'appauvrissement des sols, un nouvee
front de culture s’est développé vers I'Ouest, sous la poussée de flux migratoire, aussi
bien d’origine intérieure (Centre, Centre-Est, Nord) qu’extérieur (pays de la sous-
région). Par conséquent, la principale zone cacaoyere est aujourd’hui le Centre-Ouest
avec 36% de la production ivoirienne.

Le cacao représente aujourd’hui pres de 10% du produit intérieur brut (PIB) et 40% des
exportations, soit 1688 milliard de francs de CFA de recette en 2006 et 1809 milliard en
2007. Quant a la production, elle est passée de 725393 tonnes en 1990 a 1400000 tonn:
en 2007. Au plan social, environ 6.000.000 de personnes vivent des revenus du cacac
La Cote d’'lvoire est le premier producteur mondial de cacao.

These de diplodme d’Etat de docteur en Pharmacie Gouet zroh julien Page 75



Incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la contamination en ochratoxine A

Xll - 3 - Le cacaoyer : description botanique et caractéristiques

techniques

Le cacaoyerf{héobroma cacgoest un arbre de la famille d8serculiaceae.ll mesure

4 a 8 metres de haut et vit en moyenne 25 a 30 ans en plantation. En foret, il peut
atteindre 10 metres et vivre jusqu’a 40 ans et méme plus dans un environnement
favorable. Le cacaoyer est caracterisé par une tige droite, un bois clair de couleur
blanchatre et une écorce brune, fine et lisse mais qui s’épaissit en vieillissant. Comme
de nombreux arbres tropicaux, il porte a la fois des boutons floraux, des fleurs et des
fruits. Les feuilles sont d’ages différents et les poussées foliaires se produisent 4 a 5 fois
par an ; chaque feuille a une durée de vie d’environ 1 an. Les fleurs naissent tout au
long de I'année, mais sur des arbres de 3 ans au moins. Les fruits, appelés cabosses, st
accrochées aux troncs des arbres. La poche volumineuse est reliée a I'arbre par un cou
pédoncule. Il leur faut, suivant la variété, 5 a 7 mois pour atteindre leur plein
développement. La couleur des cabosses évolue tout au long du développement du fruit
D’abord verte, elle vire au jaune lorsqu’elle se trouve a maturité, et pése alors environ
400 a 500 g. Sur ce total, les feves fraiches représentent de 100 a 120 g. La taille
moyenne d'une cabosse est de 12 a 15 centimetres (cm) parfois 30 (cm) et contien
environ 30 a 40 graines réparties en 5 rangées longitudinales. Ces graines de forme et c
tailles variables, entourées d’'une pulpe mucilagineuse blanchatre, acidulée et sucrée
sont connues sous le nom de féves. A cette étape, les graines sont encore tres ameres.
Il existe 3 variétés de cacao :

v’ La variété Forastero: plutbt amer, représente environ 90% de la production
mondiale de feves de cacao et est principalement cultivée en Afrique de I'Ouest et
au Bresil.

v La variétéCriollo : donne des féves de type " cacao fin ". Son importance a
diminué mais il est encore présent dans les Caraibes, les Antilles, au Venezuela,
en Papouasie-Nouvelle-Guinée, au Sri Lanka, au Timor Oriental et en Indonésie.

v’ La variétéTrinitario : hybride entre Criollo et Forastero, posséde un arbme assez

fin mais peu intense.
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XIl - 4 - Culture du cacao

Les cacaoyers ont besoin, pour pousser d’'un climat chaud et humide. lls poussent ¢
'ombre d'autres arbres. Ceci permet de préserver 'humidité nécessaire a leur
croissance. Afin d’obtenir une efficacité optimum, les arbres destinés a protéger les
cacaoyers du soleil doivent étre plantés 6 a 9 mois avant le cacaoyer. Les conditions
idéales a la production sont caractérisées par des précipitations comprises entre 1150
2500 millimetres par an, une température variant de 18°C a 32°C, une saison séchge
inférieure @ 3 mois et un sol profond, riche en matiere orgahmuyseriode de
maturation d’une cabosse, de la fécondation a la récolte, prend environ 5 a 7 mois. Le:¢
conditions climatiques et les risques pathogenes sont les principaux facteurs exogene
influencant la production.

La culture du cacao en Cote d’lvoire se pratique, de maniere générale, avec du peti
materiel agricole. Elle n’est pas mécanisée. L’on a parfois recours a des outils moderne:s

comme le pulvérisateur ou I'atomiseur pour les traitements phytosanitaires.

Xll - 5 - Traitement post-récolte du cacao

Xl -5-1-Larécolte

Elle se fait a maturité. Une récolte tardive entraine un risque de pourriture et de
germination des feves, par contre, une récolte précoce diminue le rendement (proportior
excessive de feves violettes ou ardoisées). La maturité s’apprécie par la couleur de:s
cabosses (le vert vire au jaune, le rouge vire a I'orange).

Il existe généralement 2 grandes périodes de récolte dans les pays producteurs. Le
cabosses sont alors cueillies a intervalles réguliers de 10 a 15 jours voir 21 jours au
maximum. On utilise un couteau ou une machette pour les cabosses accessibles et u
outil spécial, aux bords tres tranchants, emmanché sur une longue perche pour atteindr
les cabosses les plus hauts places.

Il est important, au cours de la récolte, de :

- ne pas blesser I'arbre ou la cabosse, ce qui pourrait entrainer la prolifération de

champignons parasites
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- ne pas endommager le coussinet fructifére qui portera les récoltes a venir.
En cas de maladie, la cueillette est plus fréequente. Toutes les cabosses sont cuelllie
mais, parmi elles, seules les cabosses mures dont les feves ne sont pas atteintes, sc

mélangées a la récolte normale tandis que les autres sont éliminées.

Xl -5 -2 - Ecabossage

L'écabossage a lieu au maximum dans les 2 a 4 jours qui suivent la cueillette. Les
cabosses sont transportées a proximité du lieu ou les feves doivent étre fermentées.|
consiste a retirer les feves de leur fruit. Cette opération se fait a la main, a l'aide d’'un
gourdin ou d’une machettees feves séparées du placenta, seront ensuite sssitnla

fermentation.

XII - 5- 3 - Fermentation

Elle doit débuter au plus tard 24 heures apres I'écabossage et dure en moyenne 5 a
jours. Elle a pour but de :

- débarrasser les feves de la pulpe mucilagineuse

- empécher la germination des féves

- faire naitre les précurseurs de I'ardme du chocolat

Pour y parvenir, les feves sont mises en tas, enfermées dans un support qui les protec
du milieu extérieur et doivent subir un brassage périodique.

La fermentation entraine une élévation de température. Sous l'action des levures e
bactéries, la pulpe mucilagineuse se décompose et produit un jus acide. Peu a peu, le
graines passent du violet au marron. Cette étape permet d’éviter la germination des
feves de cacao, de réduire le gout amer et favorise la naissance des précurseurs

I'ardme du chocolat.

Xll -5 -4 - Séchage
Apres la fermentation, les feves sont sechées pour ramener leur teneur en humidité d

60% a 6 ou 7%.L’humidité du cacao doit étre maintenue a ce taux si I'on veut lui
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assurer de bonnes conditions de conservation. Etalées au soleil sur des claies en boi
des aires cimentées, ou des baches en plastique, les féves sechent durant 8 a 12 jou
Poureéviter la formation de moisissures, les feves sont régulierement retournées ef

ratissées. Le séchage permet également au cacao de développer tout son aréme.

Xll - 6 - Problemes de contamination du cacao par 'OTA

Le cacao est cultivé principalement en Afrique de I'Ouest, en Ameérique Latine et en
Asie. Les plus grand pays producteurs de cacao sont par ordre décroissant, la Cot
d’lvoire, I'Indonésie, le Ghana, le Nigeria, le Brésil, le Cameroun, 'Equateur. Le cacao
est tres largement produit dans les pays en développement et est essentiellemer
consommé en Europe, en Amérique de Nord, au Japon et a Singapour. Les féeves d
cacao sont une source de recette d’exportation pour nombre de pays qui peuven
commercialiser le produit brut (feves), ses dérivés (Liqueur, pate, beurre, tourteau et
poudre de cacao) et le produit final (chocolat).

Cependant, le secteur du cacao est menacé par la présence de I'OTA. Produite par de
moisissures du genespergilluset Pénicillium cette mycotoxine constitue un danger
réel pour la santé humaine. Les pays membres de 'OMC (Organisation Mondiale du
Commerce) ont adopté un certain nombre de régles pour assurer la protection de leur
consommateurs. Aussi, des dispositions légales et reglementaires ont été prises par |
Commission Européenne pour le renforcement de la sécurité sanitaire des aliments. L
reglementation du taux d’'OTA dans le cacao, pourrait engendrer des conséquence:
néfastes pour les pays producteurs de cette denrée alimentaire.

La Cote d’lvoire, premier pays exportateur de cacao,avec 1511000 tonnes de cacao e
2011(Tableau 1X) est donc concernée au plus haut niveau par la fixation des taux qui
pourrait lui faire perdre des parts sur le marché européen. Ainsi, pour résoudre la
problématique de I'OTA et limiter les conséquences pour I'économie ivoirienne de cette
reglementation sanitaire européenne, la Cote d’lvoire en collaboration avec I'Union
Européenne (UE) a établi un programme de lutte contre I'OTA afin d’évaluer les
conditions de sa production et les moyens de la contrdler voire de I'éradiquer.
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Tableau IX : Principaux pays producteurs de féves de cacao (en millier de tonnes)

2010/2011 Estimation 2011/2012 Prévisions 2012/2013
Afrique 3226 74,8 % 2905 71,3 % 2796 69,8 %
Cameroun 229 207 210
Cote d’lvoire 1511 1486 1470
Ghana 1025 879 820
Nigeria 240 230 210
Autres 221 104 86
Amérique 562 13,0% 639 15,7 % 644 16,1 %
Brésil 200 220 230
Equateur 161 190 190
Autres 201 229 224
Asie& Océanie 527 122 % 531 13,0 % 563 14,1 %
Indonésie 440 450 475
Papouasie nouvelle 48 45 45
Guinée
Autres 39 36 43
Total mondial 4314 100,0 % 4075 100,0 % 4003 100,0 %

Source : ICCO bulletin trimestriel de statistiques du cacao, Vol. XXXIX, No. 1, saison 2012/13
Publié le: 28-02-2013
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE EXPERIMENTALE
ET ANALYTIQUE
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C’est une étude de type prospectif qui s’est déroulée de décembre 2008 a Avril 20009.
Elle a porté sur le dosage de 'OTA dans des échantillons de feves de cacao provenant
des localités d’Abengourou, Gagnoa et San Pedro.

L’étude s’est déroulée en deux étapes principales :

- Une étape préliminaire consacrée a la collecte des échantillons.

- Une étape analytigue consacrée au dosage de I'OTA dans les feves de cacao.

I-COLLECTE DES ECHANTILLONS

| - 1 -Materiels

- Machettes pour la récolte des cabosses de cacao

- Gourdins pour I'écabossage

- Cuvettes de ramassage des cabosses

- Sachets en plastique pour les prélevements

- Baches noires pour le séchage

- Feuilles de bananier pour la fermentation

- Sacs en jute pour le stockage des échantillons secs

-congélateur pour la conservation des eéchantillons.

| -2 -Méthodologie
Le protocole d’échantillonnage a été établi par le CNRA (Centre National de Recherche
Agronomique)

| -2-1 - Lieux de collectes
La collecte s’est déroulée conjointement dans trois régions de la Cote d’lvoire
représentant les trois principales zones de production de cacao du pays (figure 8)

v' Zone du Sud-ouest ; a Gabiadji (San-Pedro)

v Zone du Centre-Ouest ; a Téhiri (Gagnoa)

v’ Zone de I'Est ; a Yakassé-Féyassé (Abengourou)
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Catégorisation des zones régions productrices de cacao en Cote d’lvoire, juin 2006 ;

B8 57 % de la production nationale de cacao
. 11 % de la production nationale de cacao
. 2 % de la production nationale de cacao
Figure 8Principales zones de production du cacao (hachurées en noir).Les zones de

collecte des échantillonsAbengourou, Gagnoa et San Pedro
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| - 2 -2 - Récolte

Pour chaque essai, les cabosses de cacao mlres récoltées sont triees et classées
fonction de leur état sanitaire :

La cabosse intacte (figure 9) : c’est la cabosse a maturité (couleur jaune ou orangee)

et qui ne présente pas de défaut au niveau du cortex extérieur (lésions, attaque
d’'insectes) et a I'ouverture de la cabosse aucune tache colorée, ni de moisissures n’or
ete observe sur les feves.

La cabosse piquée (figure 10) : cabosse mire présentant uniguement des lésions causé
par les insectes au niveau du cortex extérieur.

La cabosse pourrie (figure 11) : cabosse mature présentant des traces de pourritur
brune et autre source de pourritures uniguement au niveau du cortex exterieur.

La cabosse blessée (figure 12) : cabosse mature présentant uniquement au niveau c
cortex extérieur des traces de lésions dues a la machette, aux faucilles ou autres a
moment de la récolte.

Un mélange de ces différents types de cabosses est réalisé de facon a obtenir cing tas
500 cabosses chacun :

Tasl : 500 cabosses intactes

Tas 2: 250 cabosses intactes + 250cabosses piquées

Tas 3 : 250cabosses intactes + 250 cabosses pourries

Tas4 : 250 cabosses intactes + 250 cabosses blessées

Tas5 : 500 cabosses non triées (tas tout venant ou tas paysan).

La cueillette est faite a la machette ou avec une perche surmontée d’'un outil métallique

en forme de faucille pour les cabosses inaccessibles a la main.
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Figure9 :(a) Cabosse de cacao intacte ; (b) Cabosse intacte a I'ouverture

Figure 10 : (c) Cabosses de cacao piquées par les insectes ; (d) Cabosse piquée a

I'ouverture
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Figure 12 : (g) Cabosse de cacao blessée ; (h) Cabosses blessées a I'ouverture
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| - 2 - 3 - Ecabossage
Les cabosses de cacao sont assemblées pendant une semaine, les cabosses de chaqu

sont ouvertes a 'aide de gourdin et les féves extraites manuellement figures n°9, 10, 11

12 et 17. Un échantillon de 4 kg de feves fraiches de chaque tas est prélevé et conserv
a-22 °C.

Figure 13 : Ecabossage des cabosses de cacao
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| - 2 - 4 - Fermentation
La fermentation débute des la fin de I'écabossage.Elle consiste a placer les feves de
chaque lot sous des feuilles de bananier de maniere a les isoler du milieu extérieur
(figurel4). On note une élévation de la température a lintérieur de ce support. Cette
étape permet de débarrasser les feves de la pulpe mucilagineuse qui les entoure ¢
d’éviter leur germination. Elle dure quatre (04) jours. Un échantillon de 4 kg de féves

fermentées est prélevé de chaque lot et conservé a -22 °C.

Figure 14 :(i) Féves de cacao en fermentation sous feuilles de bananier

(j) Feves de cacao fermentées
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| -2 -5- Séchage
Il a pour but de ramener la teneur en humidité des feves a 6 - 7 %. La méthode de
séchage au soleil est utilisée. Les feves sont étalées sur des baches noires figure 15.A

fin du séchage un échantillon de 4 kg de feves séchées est prélevé de chaque lot

conservé a -22 °C.
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Figure 15 : Féves de cacao (k) en séchage sur du papier polyane (bache noire) (1)

| - 2 - 6 - Séchage des échantillons frais au laboratoire

Les échantillons frais, préalablement conservés en chambre froide, sont séchés a I'étuv
a 50 °C jusqu’a I'obtention d’'une humidité relative inférieure a 8 %.

| -2 -7 - Broyage

Les feves sechées au soleil ou sechées a I'étuve, préalablement conservées a -22 °C sc
broyées dans un Moulinex (Waring Blender) pour obtenir des poudres fines qui sont
ensuite homogénéisées. 200 g de poudre de chaque échantillon sont ensuite prélevées

dans des sachets et conservés en chambre froide a -22°C jusqu’a l'analyse.
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II- DOSAGE DE L'OTA
Il -1 -Matériels
> Verreries et accessoires :
- Verrerie (erlenmeyer, bécher, ballon a fond plat, éprouvette graduée)
- Tube a essai en verre avec capuchon stérilisable
- Entonnoir, portoir, pipette, pissette
- Flacons en verre pour le recueil des échantillons aprés extraction
- Flacons (bouteilles) pour les solutions expérimentales
- Seringue en plastique de 10 mi
- Adaptateur en plastique
- Réservoir en verre
- Micropipette
- Embouts
- Sachets de conditionnement
- spatule
- Fiole jaugé en verre claire (100ml, 250ml, 500ml, 2000 ml)
> Appareillage
- Agitateur magnétigue avec plaque chauffante type TMA (Karl Hecht KG)
- Etuve (Binder)
- Réfrigérateur (Xper BD-108)
- Dispositif de filtration de type Buchner
- Agitateur vibrant ou vortex type VM3 (Karl Hecht KG)
- Moulinex (Waring Blender)
- Balance de précision (Shimadzu)
- Systéme HPLC (Shimadzu) figure 16 composé de :
v" un réservoir de phase mobile (bouteille d'une capacité de 1 litre)

v' un dégazeur (Shimadzu degazer) modéle DGU 14A
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v une pompe (Shimadzu liquide chromatographique) modéleLC-10Adpv

v un systeme automatique d’injection des échantillons (Shimadzu)

v un détecteur a fluorescence (Shimadzu fluorescence detector)
modeéle RF-10AXL

v’ un systeme contrbleur (Shimadzu CBM-20A).

v' L'ensemble du systéme est piloté par le logiciel Lab Solution (Shimadzu)

Figure 16 : Systeme HPLC
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» Consommables
- Papier filtre Whatman n°4
- Colonne analytique (phase inverse) type : Spherisgy® ODS
2,5 um (250 mm x 4,6 mm) avec précolonne

- Colonne d'immuno affinité (ochraprep) type :(R-Biopharm)

» Reéactifs et Préparations

- Solution d’hydrogénocarbonate de sodium a 3% (m /v) (Scharlau)
30 g d’hydrogénocarbonate de sodium sont pesés et placés dans une fiole jaugée a
1 litre. On y ajoute de I'eau déminéralisée jusqu’au trait de jauge puis on mélange a
'aide d’'un agitateur magnétique.

- Méthanol pur pour analyse (Merck)

- Mélange méthanol / hydrogénocarbonate de sodium 3% (50/50)
Mettre 500 ml de méthanol quantité HPLC (Merck) dans une fiole jaugée de 1 litre
et complétés avec 500 ml d’hydrogénocarbonate de sodium a 3% jusqu’au trait de
jauge puis melanger a l'aide d’'un agitateur magnétique.

- Pastilles de sel pour tampon phosphate salin PBS (R-Biopharm)

Une pastille pour 100 ml d’eau déminéralisée.
- Phase mobile : acétonitrile qualité HPLC / eau qualité HPLC / acide

acétique(Merck) (55/43/2) (VIVIV)

Pour 1000 ml de phase mobile, sont préleves :

- 550 ml d’acétonitrile

- 430 ml d’eau déminéralisée (qualité HPLC)

- 20 ml d’acide acétique(Merck) soit 2 %
L’ensemble est mélangé a l'aide d’'un agitateur magnétique, puis filtré etdégazéa
I'aide d’'une pompe a vide.

- Mélange méthanol /acide acétique (Merck) (98/2) (V/IV)
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Pour 100ml, 98 ml de méthanol et 2 ml d’acide acétique (Merck).Mélanger a l'aide
de I'agitateur magnétique.
- Hypochlorite de sodium (Merck)
> Produit de référence
Poudre d’Ochratoxine A(R-Biopharm)
> Préparation de la solution standard
- Solution-mére d’'OTA a 20970 ug/l
Elle est obtenue par dissolution de la poudre d'OTA dans le mélange
toluene/acide acétique (99/1).Apres lecture au spectrophotometre UV/VIS,
nous obtenons une absorbance A qui est de 0,2831.L’absorbance permet
de déterminer la concentration,@le la solution mere qui est égale a
20970ug/l.Cette solution est conservée dans une fiole ambrée en chambre
froide négative.
- Solution intermédiaire
Elle est obtenue & partir de la dilution de la solution mére au®f’f1L00
1 ml de la solution mére est mis a évaporer a sec dans un bécher et le
résidu est repris dans 100ml du mélangeméthanol/acide acétique/tampon
phosphate (50/1/49).La concentration obtenue est alors de 209,7 ug/l.Cette
solution est également conservée dans une fiole ambrée au réfrigérateur.
- Solution de travail
1 ml de la solution intermédiaire est dilué dans 20 ml du
mélangeméthanol/acide acétique/tampon PBS (50/1/49).La nouvelle
solution obtenue a une concentration de 10.485 pg/l et constitue notre
solution de travail.
- Gamme étalon
On prépare 7 standards de la solution de travail dans les proportions décrites par le
tableau X. Le volume total de chaque étalon est de 10 000 pl.
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Tableau XX gamme étalon

Standard Volume de la Mélange Concentration en
solution de travail a Méthanol/Acide OTA de la solution
prélever (ul) acetiqug PBS (ul) standard (ug/l)
1 17,16 9983,84 0,018
2 28,61 9971,39 0,03
3 85,83 9914,17 0,09
4 429,18 9570,82 0,45
5 1717,73 8283,27 1,8
6 4292,84 5708,16 4,5
7 8584,69 1416,31 9

Il - 2 - Méthode de dosage de 'OTA

Tous les échantillons ont été conservés en chambre froide négative a 22°C avant le
début des analyses.

lI-2-1.Extraction de I'OTA

15 g de poudre de cacao sont pesés a l'aide d’une balance de précision et dilués
dans 150 ml du mélange méthanol/hydrogénocarbonate de sodium a 3 %. Le
meélange obtenu est agité a 1300 tours/min pendant 15 min a l'aide d’'un agitateur
magnétique puis filtré a l'aide d’'un papier filtre Whatman n°4. 11 ml du filtrat
obtenu sont dilués dans 11 ml de tampon PBS et mélangé au vortex. On obtient

ainsi 22 ml d’extrait.

These de diplome d’Etat de docteur en Pharmacie Gouet zroh julien Page 94



Incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la contamination en ochratoxine A

[I-2-2.Purification sur colonne d’immuno affinité
La colonne d’'immuno affinité utilisée est 'Ochraprep.Elle contient une suspension
en gel d’anticorps monoclonaux fixés par covalence a un support solide. Les
colonnes d'immuno affinité sont sorties de la chambre froide positive au moins 30
min avant de commencer le test et laissées a la température ambiante. Les colonnes
sont vidées de leur liquide de conservation et conditionnées avec 10 ml de solution
PBS a un deébit de 3 ml/min (ne pas sécher la colonne) car le tampon PBS assure la
protection des anticorps et donc permet d’éviter leur dégradation par des substances
fortes comme les solvants d’extraction.20 ml d’échantillon prélevés a l'aide d’'une
pipette sont déposés sur la colonne a un débit de 2 ml/min grace a la pompe a vide.
L’OTA est aussitét capturée par les anticorps de la suspension gélosée. La colonne
est lavée avec 10 ml de BPS a un débit de 3 ml/minafin d’éliminer les composants
étrangers. On procede ensuite a une élutionde I'OTA par 1,5 ml du mélange
Méthanol/Acide acétique en trois étapes de 0,5 ml avec une pause de 1 min entre
chaque étape, a un débit de 0,5 ml/min. Puis les colonnes sont lavées par 1,5 ml de
PBS sur la colonne a un débit de 0,5 ml/min. Le volume final de I'éluat est 2,8 ml

et non 3 ml car il reste toujours quelques gouttelettes sur la colonne.

lI-2-3.Dosage par le systeme HPLC
» Principe de la méthode

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est une technique
analytique qui permet la séparation d’'un ou plusieurs composés contenus dans un
mélange en vue de leur caractérisation et de leur quantification: le systeme
permettant d’effectuer cette séparation est composeé de la phase stationnaire et de la
phase mobile ou I'échantillon s’équilibre un grand nombre de fois. Laméthode de
chromatographie HPLC utilisée pour la séparation et la caractérisation des
mycotoxines est la chromatographie de partage en phase inverse.la phase

stationnaire utilisée est constituée de groupemegrélfé sur un support de silice.
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» Conditions analytiques de la chromatographie HPLC

- La phase stationnaire est une colonne HPLC, phase inverse Spherisgrb C
ODS2, 5um (250 mm x 4, 6 mm).

- La phase mobile est constituée d’'un meélange acétonitrile /eau qualité HPLC /
acide acétique (55/43/2) en régime isocratique.

- Le débit est de 1 ml/min

- détection fluorescente : Longueur d’excitation = 333 nm
Longueur d’émission = 460 nm.

- Le volume d’injection est de 100 pl.

- Le temps de rétention est d’environ 8 a 9 minutes.

» Expression des résultats
L’identification de I'OTA présent dans les échantillons de cacao s’est
effectuée a temps de rétention variant entre 8 et 9 minutes

- Le calcul de la concentration en OTA est fait selon la méthode suivante :

C(uglkyg) =——"7" X X : X

C : concentration en matiere active recherchée en pg/kg ou pg/l dans I'échantillon
Sech - Surface du pic de matiere active recherchée dans I'échantillon

S« : surface du pic de matiere active recherchée dans la solution étalon

Zsq . concentration de matiere active recherchée en pug/kg dans la solution étalon
V : volume en ml de solvant utilisé pour la reprise de I'extrait (2,8 ml)

m : masse d’échantillon analysé (159)
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v : volume d’échantillon analysé (10 ml)

Vet . VOlume de solvant a I'extraction (150 ml)

V4 : volume d’aliquote prélevé aprées extraction (11 ml)
V; : volume d’échantillon dilué pour la purification (22 ml)

V, : volume d’échantillon dilué réellement purifié sur la cartouche (20 ml)

- Calcul de la moyenne de concentration (X)

2 X
X =
N
> =somme

X; = concentration des échantillons
N = nombre d’échantillons

» Analyse statistique
Le logiciel STATA 11a servi a I'analyse statistique des données.La signification du
test est déterminée en comparant la probabilité (P) associée a la statistique du test
au seuil théoriquer = 0,05. Lorsque P < 0,05 , on dit gu’il y a une différence

significative ; dans le cas contraireX®,05) la différence n’est pas significative.
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lI-2-4.Validation de la méthode de dosage de I'ochratoxine A
La méthode de dosage de 'OTA dans les échantillons de féves de cacao a été
validée selon la norme CE 401 /2006 du 23/02/2006.les criteres de validations sont
la linéarité, la répétabilite, la justesse, exactitude, la limite de detection et la limite
de quantification.

> Linéarité
C’est la capacité de la méthode a fournir, a l'intérieur d’'un intervalle donné, des
résultats directement proportionnels a la concentration (ou quantité) en substance a
examiner (Caporal, 1990).
L'étude de la linéarité a été faite sur la gamme étalon obtenue par dilution
successive de la solution-mere d’'OTA a 20970 ug/l. Au total, 7 dilutions ont été
réalisées : 0,018ug/l ; 0,03ug/l ; 0,09ug/l ; 0,45ug/l ; 1,8ug/l; 4,5ug/l ; 9 pgll.
A partir des résultats obtenus sont déterminés le coefficient de linéarité r, le
coefficient de déterminatiorf,rl’équation de la droite de régression. Ce qui a
permis de définir le domaine de linéarité.

> Reépétabilité
C’est l'étroitesse de l'accord (degré de dispersion) entre une série de mesures
provenant de multiples prises d’'un méme échantillon homogene dans les mémes
conditions prescrites (Caporal, 1990). Elle exprime la fidélité de la méthode dans
les conditions suivantes: méme laboratoire, méme analyse, méme équipement,
mémes réactifs et dans des conditions aussi stables que possibles sur un court
intervalle de temps.
La répétabilité de la solution de référence a été étudiée a deux niveaux de
concentrations (4,5 pug/l et 9 ug/l) et chaque concentration a été injectée 6 fois.
Pour cette étude, un extrait de cacao a été injecté 6 fois (n = 6). On obtient ainsi une
moyenne de concentration.
Pour étudier la repétabilité de la procédure, six extraits ont été effectués a partir

d’un méme échantillon. Chaque extrait est injecté 3 fois pour donner une moyenne
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de concentration en OTA (ug/kg). Une moyenne générale est calculée a partir des
concentrations moyennes obtenues pour chaque extrait injecté.

» Justesse
C’est I'étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue a partir d’'une large
série de résultats d’essais et une valeur de référence acceptée. Elle désigne I'écart
entre la valeur mesurée et la valeur réelle.
La justesse a été étudiée sur un matériel de référ&xeAScafé vert T1771 fourni
au laboratoire.

> Exactitude
C’est I'étroitesse de I'accord entre une valeur exacte ou acceptée comme telle et la
valeur (ou la moyenne des valeurs) obtenue en appliquant la procédure d’analyse
un certain nombre de fois (Caporal, 1990).
Elle a été effectuée a partir de la méthode des ajouts doseés.

» Limite de détection (LOD)
Elle équivaut a la plus faible concentration de la substance a analyser détectable :
c'est le seuil de détection (Caporal, 1990). Nous avons évalué le seuil de détection
en effectuant différentes dilutions de la solution mere de référence et avons réalisé
I'analyse chromatographique sur les dilutions successives de cette solution.La
limite de détection est estimée par rapport au bruit de fonds (3x le bruit de fonds)

> Limite de quantification (LOQ)
Elle est déterminée par l'analyse d'échantillons contenant des concentrations
connues de produits a analyser et par I'établissement du niveau minimal auquel on
peut quantifier le produit a analyser avec une exactitude et une précision acceptable
(Caporal, 1990). La limite de quantification est objectivée par un pic intégrable
(temps de rétention, surface) sur le chromatogramme.la LOQ correspond a 5 x le
bruit de fonds.
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Il — RESULTATS

llI-1.Etude de la validation analytique

l1I-1-1. Linéarité de la méthode

La figure 17 présente la courbe d’étalonnage et les figures 18 et 19 les
chromatogrammes de la solution de référence et d'un extrait d’échantillon de

cacao.
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Figure 17 : courbe d’étalonnage avec une gamme de concentration de 0 a 40 ng/ml
Coefficient de détermination®¥ 0,9995

Equation de la droite de régression y = 20532x

Le domaine de linéarité s’étend de 0 a 40 ng/ml. Le coefficient de détermination

(r* = 0,9995) est proches de 1. Il existe donc une proportionnalité entre la surface
du pic chromatographique et la concentration de I'OTA dans le domaine de

linéarité de 0 a 40 ng/ml.
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Figure 18 : chromatogramme d’une solution de référence (5 pg/l).
Le temps de rétention de 'OTA est de 8,45 minutes.
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Figure 19 a : chromatogramme de I'échantillon de référence FAPAS café.
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Figure 19 b : chromatogramme d’un extrait de cacao.
l1I-1-2.Répétabilité de la méthode

> Répétabilité des solutions de référence

Tableau Xl : étude de la répétabilité des solutions de référence

11

Concentration en Surface Moyenne des Ecart-type Coefficient ds

OTA (ungll) surfaces variation

200868
202053
200479
4,5 199191 200641 1436 ,43 0,71
198877
202382

527735
9 534260 529340 3472 0,65
524351
530595
527688
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La répétabilité de la solution de référence a été étudiée a deux niveaux de
concentrations (4,5 pg/l et 9 pg/l) et chaque concentration a éte injectée 6 fois. Les
coefficients de variations ainsi obtenus (respectivement 0,71 % et 0,65 %) sont
inférieurs a 2 %, valeur admise en analyse guantitative des solutions de référence
(Chaminade, 1995).

> Reépétabilité des extraits de cacao
Tableau XII : étude de la répétabilité des extraits de cacao

Concentration en Moyenne (ug/kg) Ecart-type Coefficient de
OTA (ng/kg) variation (%)

2,01
2,00
1,98
2,15
2,07
1,98

2,025 0,074 3,65

Un extrait de cacao a été injecté 6 fois (n = 6). On obtient ainsi une moyenne de
concentration de 2,025 pg/kg. Le coefficient de variation de l'extrait de cacao
obtenu (3,65 %) est inférieur a 5 %, valeur admise en analyse quantitative pour la

répétabilité d'un extrait (Chaminade, 1995).
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> Répétabilité de la procédure sur un extrait de cacao

Tableau XllI : étude de la répétabilité de la méthode sur un extrait de cacao

Concentration Moyenne (ug/kg) Ecart-type Coefficient de
moyenne en variation (%)

OTA(ng/kg) de
chaque extrait

10,25
9,54
9,21
10,11
10,00
9,67

9,7966 0,392 4

Six extraits sont effectués a partir d'un méme échantillon. Chaque extrait est injecté

3 fois pour donner une moyenne de concentration en OTA (ug/kg). Une moyenne
générale est calculée a partir des concentrations moyennes obtenues pour chaque
extrait injecté.

Le coefficient de variation des extraits de cacao ainsi obtenu est de 4 %. Il est donc
inférieur a 5 %, valeur admise en analyse quantitative pour la répétabilité de la

procédure sur un extrait (Chaminade, 1995).

l1I-1-3.Justesse de la méthode
Tableau XIV : résultats de I'étude de la justesse

Résultats Fourchette

Laboratoire de Réf. d’acceptabilité
Toxicologie (ug/kg) | FAPAS (ug/kg) | (no/kg)

Café vert
T1771 7,27 7,67 429 -11,04
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La justesse a été étudiée sur un matériel de réféergxieAScafe vert T1771 fourni

au laboratoire.

La valeur obtenue (7,27 pg/kg) est comprise dans l'intervalle d’acceptabilité
(4,29 — 11,04 pg/kg).

[11-1-4.Exactitude de la méthode

Tableau XV : étude de I'exactitude de la méthode

Quantité Concentration Pourcentage | Erreur Pourcentage | Erreur

ajouté (ug) | obtenue de relative (%) | de relative
(ng/kg) récupération récupération | moyenne (%)

(%) moyen (%)

2 239 |osa4 |41 |82 |-4.8
2,378 95,12 4,88

Y- B R I DT
4,749 94,98 5,02

Pourcentage de récupération moyen (%) 95,27

Erreur relative moyenne (%) -4.7

Elle a été effectuée a partir de la méthode des ajouts dosés. Le pourcentage moyen
de récupération obtenu (95,27) est compris entre 90 % et 110 %, intervalle de

valeurs recommandées en analyse quantitative pour I'exactitude d’'une méthode

(Chaminade, 1995).

[11-1-5.Limite de détection

La limite de détection de la méthode est de : 0,05 pg/kg.

l1I-1-6.Limite de quantification

La limite de quantification de la méthode est de : 0,2 pg/kg.
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llI-2. Résultats de la collecte des échantillons

La collecte des échantillons s’est déroulée dans les localités d’Abengourou, Gagnoa
et San Pedro."L'essai” qui comprend les opérations post-récoltes :(récolte,
eécabossage, fermentation et le séchage) a été réalisé 11 fois pour chaque état
sanitaire (Abengourou, n=3, Gagnoa, n=4 San Pedro, n=4). Au total, 165
échantillons de feves de cacao ont été prélevés dans les trois localités. La
répartition des échantillons par état sanitaire de la cabosse de cacao et par opération
post- récolte est consignée dans le tableau XVI

Tableau XVI: Nombre d’échantillons par type de cabosse et par stade de

transformation post-récolte

opérations post- récolte

types de Cabosse ecabossage fermentation  séchage total
cabosses intactes 11 11 11 33
cabosses piquées 11 11 11 33
cabosses pourries 11 11 11 33
cabosseblessées 11 11 11 33
cabosses tout venant 11 11 11 33

Total 55 55 55 165
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l1I-3-Résultats de I'analyse quantitative des échantillons par HPLC
[11-3-1-opération post-récolte : ecabossage

Les résultats du dosage en OTA des échantillons a I'ecabossage sont consignés
dans le tableau ci- dessous.

Tableaux XVII: Taux d’'OTA en pg/kg dans les différents échantillons a
'ecabossage a Abengourou

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piquées pourries blessées tout venant

1 0,092 0,99 <LOD 2,03 0,08

2 0,2 0,06 0,11 <LOD 3,03

3 <LOD 0,06 1,25 <LOD 0,85

Tableaux XVIII : Taux d’OTA en pg/kg dans les différents échantillons a
'ecabossage a Gagnoa

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piquées pourries blessées tout venant

1 <LOD 0,95 <LOD 1,48 1,49

2 0,55 0,22 0,31 0,21 0,59

3 0,19 0,52 0,2 <LOD 0,55

4 0,1 1,63 1,99 2,9 2,29

Tableaux XIX: Taux d'OTA en ug/kg dans les différents échantillons a
'ecabossage a San Pedro

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piquées pourries blessées tout venant

1 <LOD 0,69 1,13 1,78 0,18

2 <LOD 0,05 0,26 1,25 1,41

3 0,34 <LOD 0,88 9,09 <LOD

4 nd 9,54 6,46 <LOD 4,2

Le dosage de I'OTA a été effectué dans 54 échantillons, 42 /54 soit 77.77% des
échantillons analysés avaient une contamination de teneurs en OTA supérieure a la
limite de détection LOD (0,05 pg/kg)

NB : nd correspond a non déterminé
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[11-3-2-opération post-récolte : fin de la fermentation

Les résultats du dosage en OTA des échantillons a la fin de la fermentation sont

consignés dans le tableau ci- dessous.

Tableau XX : Taux d’'OTA en ug/kg dans les différents échantillons a la fin

fermentation a Abengourou

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piquéees pourries blessées tout venant

1 0,1 < LOD 1,07 1,98 0,48

2 < LOD 0,42 3,24 < LOD 2,43

3 < LOD 0,09 9,69 0,06 0,25

Tableau XXI: Taux d’OTA en pg/kg dans les différents échantillons a la fin

fermentation a Gagnoa

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piquées pourries blessées tout venant

1 0,15 0,08 2,14 <LOD 1,33

2 0,4 0,43 4,78 1,49 0,09

3 0,19 0,57 < LOD 1,12 2,45

4 <LOD 1,74 1,59 <LOD 1,91

Tableau XXIl: Taux d’OTA en pg/kg dans les différents échantillons a la fin

fermentation a San Pedro

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piquées pourries blessées tout venant

1 0,17 3,01 0,08 1,56 0,77

2 0,07 0,06 < LOD 0,59 1,36

3 <LOD 1,77 4,31 1,71 2,44

4 0,1 2,36 2,52 1,2 1,58

Le dosage de I'OTA a été effectué dans 55 échantillons, 45/55 soit 81,81% des
feves fermentées avaient une contamination de teneurs en OTA supérieure a la

limite de détection LOD (0,05 pg/kg).
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l11-3-3-0opération post-récolte : fin du séchage
Les résultats du dosage en OTA des échantillons a la fin du séchage sont consignés
dans le tableau ci- dessous.

Tableaux XXIII : Taux d’OTA en pg/kg dans les différents échantillons a fin du
séchage a Abengourou

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piquéees pourries blessées tout venant

1 0,12 1,31 0,83 0,95 1

2 0,63 4,73 4,51 0,37 nd

3 0,07 0,97 0,45 3,3 1,48

Tableaux XXIV : Taux d’OTA en pg/kg dans les différents échantillons a fin du
séchage a Gagnoa

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piguées pourries blessées tout venant

1 <LOD 0,49 0,22 3,6 < LOD

2 <LOD 5,64 5,36 2,07 1,06

3 0,1 0,89 0,38 1,4 1,15

4 0,53 0,1 0,48 10,5 < LOD

Tableaux XXV : Taux d’OTA en pg/kg dans les différents échantillons a fin du
séchage a San Pedro

Essai cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses
intactes piguées pourries blessées tout venant

1 0,08 0,29 < LOD 1,76 0,29

2 <LOD 0,94 0,24 0,69 2,46

3 0,23 2,55 0,46 0,84 0,92

4 <LOD 9,45 6,46 < LOD 4,2

Le dosage de I'OTA a été effectué dans 54 échantillons, 46/54 soit 85,18%.des
feves seches analysées avaient une contamination de teneurs en OTA supérieure a
la limite de détection LOD (0,05 pg/kg).
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llI-4-Taux moyen de contamination en OTA (ug/kg) dans les différents
échantillons par état sanitaire et par stade de transformation

lll- 4-1. Etape de I'ecabossage
Tableau XXVI : Taux moyen d’OTA en ug/kg par type de cabosses a I'ecabossage

Etats sanitaires des cabosses

cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses

Intactes piquées pourries blessées tout venant

0,15+0,12 0,75+0,6%3° 0,84+0,62° 1,16+0,79° 1,23+0,78

Les moyennes portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes au risque 5%.

Les taux moyens de OTA des cabosses intactes (0,15 + 0,12 pg /kg) et des cabosses
tout venant (1,23 £ 0,75 pg/kg) différent significativement au risque 5%.

m niveau de contamination moyen en OTA en ug/kg

114 7 1,23
1,16
1,2 -
1 4 0,84
0,75
0,8
0,6
0,4
0,15
0,2
0 - T T T 1
cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses tout
intactes piquées pourries blessées venant

Figure 20 : Niveau moyen de contamination en OTApar type de cabosses a
I'ecabossage
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llI-4-2. Etape de la fin fermentation
Tableau XXVII : Taux moyen d’OTA enug/kg par type de cabosses a la fin de la

Fermentation

Etats sanitaires des cabosses

cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses

Intactes piquées pourries blessées tout venant

0,11+007Y 096+07f 1,78+086 0,89+05%% 1,37+0,59

Les moyennes portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes au risque 5%

Le taux moyen d’OTA est faible dans les feves des cabosses intactes (0,11 +
0,07ug/kg) et differe significativement des taux d’OTA dans les cabosses piquees
(0,96 = 0,71pg/kg), des cabosses pourries (1,78 = 0,86ug/kg) et des cabosses tout
venant (1,37 + 0,59ug/kg) au risque 5%.

M niveau de contamination moyen en OTA enug/kg

1,78

cabosses intactes cabosses piquées cabosses pourries cabosses blessées  cabosses tout venant

Figure 21 : Niveau moyen de contamination en OTA par type de cabosses a la fin
de la fermentation

l1I-4-3. Etape de la fin du séchage
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Tableau XXVIII : Taux moyen d’'OTApg/kg par types de cabosses a la fin du

séchage

Etats sanitaires des cabosses

cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses

Intactes piquées pourries blessées tout venant

0,16+0,14 151+078 1,10+084 156+074 1,15+0,70

Les moyennes portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes au risque 5%

Le taux moyen d'OTA est faible dans les feves des cabosses intactes
(0,1620,14pg/kg) et differe significativement au risque 5% de ceux des taux
moyens d’OTA dans les cabosses blessées (1,56 + 0,74 pg/kg), les cabosses
piquées (1,51 + 0,78 pg/kg), les cabosses tout venant (1,15 = 0,70 pg/kg) et les
cabosses pourries (1,10 = 0,84 ug/kg).

M niveau de contamination moyen en OTA en ug/kg
18 1 1,51 1,56
1,6 -
1,4 1 11 1,15
1,2 - ’
1 4
0,8
0,6
0,4 4 0,16
0,2
0 - T T T T T 1
cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses tout
intactes piquées pourries blessées venant

Figure 22 : Niveau moyen de contamination en OTA par type de cabosses a la fin
du séchage

l1I-4-4.Synthese des différents taux moyen d’OTA en pg/kg par état sanitaire

de la cabosse de cacao en fonction des opérations post- récolte
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Tableau XXIX : Tableau de synthése des différents taux moyen d’OTA en pg/kg

par état sanitaire de la cabosse de cacao en fonction des opérations post- récolte

Etats sanitaires de la cabosse de cacao

Stade de cabosses cabosses cabosses cabosses cabosses

transformation intactes piguées pourries blessées tout venant

Ecabossage 0,15+012 0,75+0,6%" 0,84+0,64" 1,16%0,78"  1,23+0,78
Fermentation 0,11+0,07  0,96:0,71" 1,780,86' 0,820,51"¢ 1,3#0,59
Séchage 0,16:0,14 1,5%0,78  1,1¢:0,84  1,56+0,74 1,150,70

Les moyennes portant la méme lettre dans la méme ligne ne sont pas significativement

différentes au risque 5%.

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4

0,2 -

Niveau de contamination moyen en OTA®/KC par type de cabosse

1,78

1,15 M ecabossage
B fermentation

séchage

0,15 0,11 0,16

cabosses intactes  cabosses piquées  cabosses pourries  cabosses blessées cabosses tout
venant

Figure 23 : Niveau de contamination par état sanitaire de la cabosse de cacao aux

difféerents stades de transformation post récolte.

Quel que soit le stade de transformation, les taux d’OTA les plus faibles sont

rencontrés dans les feves de cabosses intéactas 0,07 a0,16t 0,14 pg/kg)
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IV —DISCUSSIONS
IV-1.Validation de la méthode analytique

Les échantillons ont été analysés par HPLC et soumis a des tests statistiques.
L’'étude de la linéarité montre que le coefficient de corrélation et le coefficient de
détermination sont trés proches de 1. Aussi, le domaine de linéarité s’étend de
0,018 4 9 pg/l.

Les coefficients de variations (respectivement 0,71 % et 0,65 % pour des
concentrations de 4,5 ug/l et de 9 ug/l) sont inférieurs a 2 %, valeur admise en
analyse quantitative des solutions de référence. Le coefficient de variation des
extraits de cacao (3,65 %) est inférieur a 5 %, valeur maximale admise en analyse
guantitative pour la répétabilité d’'un extrait.

La justesse a été étudiée sur un materiel de réféerence FAPAS café vert T1771
fourni au laboratoire. La valeur obtenue (7,27 pg/kg) est comprise dans l'intervalle
d’acceptabilité (4,29 — 11,04 pg/kg).

Le pourcentage moyen de récupération obtenu (95,27) est compris entre 90 % et
110 %, intervalle de valeurs recommandées en analyse quantitative pour
I'exactitude d'une methode.

La limite de détection de la méthode estde 0,05 pg/kg et la limite de
quantification de la méthode est de 0,2 pg/kg.

La méthode appliquée au dosage d’OTA dans les échantillons de féeves de cacao
est conforme au reglement CE 401/2006 du 23/02/2006.

IV-2. Collecte des échantillons
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L'étude a été reéalisée conjointement dans trois (03) différentes localités. Ces
localités représentent les trois principales zones de production du cacao en Cote
d’lvoire : Abengourou ('Est), Gagnoa (le Centre-ouest), San-Pedro (le Sud-ouest).
Les travaux de collectes des échantillons ont été effectués dans les mémes
conditions techniques. Dans les champs de cacao, nous avons trouvé quatre types
de cabosses de cacao a savoir : les cabosses intactes, les cabosses blessées, le:
cabosses pourries et les cabosses piquées qui ont été I'objet de notre étude.

L'essai qui comprend les opérations post-récoltes: (récolte, écabossage,
fermentation et le séchage) a été réalisé 11 fois pour chaque état sanitaire
(Abengourou, n=3, Gagnoa, n=4 San Pedro, n=4). Au total, 165 échantillons de
feves de cacao ont été prélevés dans les trois localités. La répartition des
échantillons par état sanitaire de la cabosse de cacao et par opération post-récolte

est consignée dans le tableau XVI.

IV-3. Niveau de contamination des feves de cacao
L’OTA a été determinée a tous les stades de transformation post- récolte
( écabossage, fermentation et séchage ) et cela quel que soit I'état sanitaire de la
cabosse (intacte,piquée,blessée et pourrie ).La contamination en OTA se fait au
champ et concerne toutes les qualités de cabosses de cacao.
Les taux moyens d’OTA en fonction de I'état sanitaire et des opérations post-
récoltes sont réesumeés et consignés dans le tableau XXIX.Les taux moyens d’OTA
varient de0,11+ 0,07 pg/kg (cabosse intacte, fermentatior),78 £ 0,86 ng/kg
(cabosse pourrie, fermentation).
De fagon générale ,les teneurs en OTA les plus faibles sont observées au niveau du
tas de cabosses intactes quel que soit le stade de transformation post- récolte:
ecabossage (0,15 £ 0,12 pg/kg), fermentation (0,11 £+ 0,07ug/kg) et séchage
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(0.16 + 0,14 pg/kg) .Pour le tas de cabosses piquées, les taux moyens d’OTA sont
dans l'ordre croissant de I'’écabossage (0,75 = 0,61 pg/kg) au séchage (1,51 + 0,78
Kng/kg).Quant aux autres types de cabosses, les teneurs sont disparates.

Au stade de fin séchage, 'onremarque une différence significative entre le taux
moyen d’OTA dans le tas de cabosses intactes (0,16 = 0,14 pg/kg) et ceux des
autres états sanitaires de cabosses de cacao (pourries, piquées, blessées,) ou les taux
moyens d’OTA sont dans l'ordre suivants :

- 1,10 + 0,84 pg/kg pour les cabosses pourries

- 1,51 £ 0,78 pg/kg pour les cabosses piquées

- 1,56 £ 0,74 pg/kg pour les cabosses blessées

Nos résultats montrent que I'OTA provient essentiellement des cabosses
endommageées : cabosses pourries, des cabosses blessées et des cabosses piquées
Nos résultats corroborent ceux de (Bastide, 2006 ; Dembélé, 2007 ; Mounjouenpou,
2011). Ces auteurs ont montré que les teneurs en OTA dépendaient du type de
dommage subi par la cabosse. D’apres (Bastide, 2006) les teneurs en OTA variaient
selon la saison cacaoyeére et dépendaient également du type de dommage subi par
les cabosses. Ainsi, la teneur moyenne en OTA par rapport a la condition
phytosanitaire des cabosses était répartie comme suit: saines (2,3ug/kg),
endommagées par les insectes (4,2ug/kg), mutilées (19,8ug/kg), pourries

(7,2u9/kg) et momifiées (3,4ug/kg).

Les teneurs en OTA a la fin du séchage sont d’'un grand intérét car provenant de
feves de cacao destinées a la commercialisation. Ainsi a la fin du séchage, les taux
d’OTA quantifiés varient de 0,57 (feves seches tout venant a Gagnoa) a 1,68 ug/kg
(feves seches tout venant a San Pedro) en passant par Abengourou 1,24 ug/kg.le
taux moyen de contamination dans ces trois localités était de 1,15 pg/kg. Nos
résultats sont proches de ceux de (Adama ,2013). Ces auteurs, apres analyse de
1895 échantillons de feves de cacao collectés dans les ports et les zones de

production de cacao en Cote d’lvoire ont rapporté les taux de contamination en

These de diplome d’Etat de docteur en Pharmacie Gouet zroh julien Page 116



Incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la contamination en ochratoxine A

OTA variant de : 0,19 = 0,16 a 1,90 = 1,87 ug/kg avec un taux moyen de 1,40 £
1,32 pg/kg.

Nos résultats demontrent que la contamination des féves de cacao par 'OTA est
due en grande partie aux conditions phytosanitaires des cabosses. Produire un
cacao contenant une faible teneur en OTA revient pour le planteur de trier sa
récolte et de jeter les cabosses blessées, les cabosses piquées et les pourries. Par
conséquent, la sensibilisation pour le respect de I'application des bonnes pratiques
agricoles constitue pour le planteur la mesure appropriée pour réduire le taux

d'OTA dans le cacao.
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CONCLUSION
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L'Ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine produite par des especes de
Penicillium principalement Pénicilliumverrucosunet de nombreuses especes
d’Aspergillus dont la plus connue et la plus toxinogene @éspergillus
ochraceuslle peut étre retrouvée dans une grande variété de denrées alimentaires
destinées a I'hnomme et aux animaux. Ce sont notamment les ceéréales, les
oléagineux, les fruits et léegumes secs, le café, le cacao, les abats etc.

L’OTA possede des propriétés néphrotoxiques, immunosuppressives, tératogenes,
génotoxiques et cancérigenes. Ce qui en fait un composé dangereux pour la santé
humaine.

En Cote d’lvoire, la nécessité de réduire I'impact de cette mycotoxine sur la qualité
du cacao, et donc sur I'’économie, a conduit a la mise en place du Programme de
prévention et de contréle de la contamination du café et du cacao par I'ochratoxine
A, dénommeé « Programme OTA ». C’est dans ce programme qu’est inscrite notre
étude, qui a permis de rechercher et d'identifier les types de cabosses de cacao
impliguées dans la contamination des feves séches de cacao dans le traitement post
récolte. La contamination en OTA se fait au champ, elle concerne toutes les
gualités de cabosses de cacao. La contamination en OTA est faible avec un taux
moyen variant de 0,16 + 0,14ug/kg pour les cabosses intactes, quant aux cabosses
endommageées, leurs taux de contamination sont éléves et varient entre 1,10 = 0,84
et 1,56 = 0,74 pg/kg. Leurs taux moyens de contamination par ordre croissant
varient respectivement de :

- 1,10 £ 0,84 pg/kg pour les cabosses pourries

- 1,51 £ 0,78 pg/kg pour les cabosses piquéees

- 1,56 £ 0,74 pg/kg pour les cabosses blessées

Au total, dans les feves séches destinées a I'exportation, I'ochratoxine A provient
essentiellement des feves issues des cabosses blessées, des cabosses piquées et de

cabosses pourries.

These de diplome d’Etat de docteur en Pharmacie Gouet zroh julien Page 119



Incidence de la qualité sanitaire de la cabosse de cacao sur la contamination en ochratoxine A

RECOMMANDATIONS
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1. Aux pouvoirs publics

v" Promouvoir une politique de production de cacao de bonne qualité a travers

des mesures d'incitation, de sensibilisation et de formation en direction des

producteurs et des exportateurs.

v Créer, encourager et soutenir les structures de contrdle des productions

nationales

2. Aux producteurs de cacao

v' Respecter les recommandations relatives a la pratique de la cacao culture (y

compris I'utilisation de produits phytosanitaires appropriés)

v Appliquer les bonnes pratiques de traitements post-récoltes du cacao :

Récolter uniquement les cabosses mures

Eviter de blesser les cabosses pendant la récolte ou le ramassage a la
machette (ramasser les cabosses a la main)

Eliminer les feves moisies et pourries pendant I'écabossage

Respecter la durée de fermentation

Brasser les feves pendant la fermentation pour I’lhomogénéiser

Sécher les feves sur les supports appropriés (claies, baches, sols
cimentés) et brasser régulierement

Protéger les feves de la pluie et de 'humidité pendant le séchage

Eviter de stocker le cacao dans des conditions d’humidité relative

élevée.
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