Le Lait (1981), 61, 481-493

Données sur la contamination par |'aflatoxine Ml
du lait et des produits laitiers en France

Résultats de 1 046 analyses effectuées durant la période
allant du 1™ septembre 1980 au 30 juin 1981

par

M. BLANC et A. KARLESKIND~'

INTRODUCTION

Depuis les travaux d'Allcroft [1,2,3] et de longh [5], il est connu
que les aflatoxines B, ingérées par une vache en lactation, se retrou-
vent en faibles proportions dans son lait, sous forme de dérivés
hydroxylés.

Ceux-ci, dénommés aflatoxines MI et Mz (fig. 1) présentent une

toxicité comparable a celle des aflatoxines Bl et Br, dont elles
dérivent.

L'aflatoxine MI a un pouvoir mutagéne et cancérigéne un peu
moindre que celui de l'aflatoxine BI, mais une méme dose de ces
deux toxines produisent les mémes Ilésions hépatiques chez I'ani-
mal [11].

fig. 1

Formules des aflatoxines Ml et My

* Laboratoires Wolff, 198, rue Sigmund-Freud - 75019 Paris. Tél. 206-78-30.
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La pollution du lait et des produits laitiers par I'aflatoxine Ml
pose donc directement un probléme de santé publique, du fait que ces
produits sont largement consommeés et, ceci généralement par de tres
jeunes enfants pour lesquels ils constituent [l'alimentation de base.
Ceci explique donc [l'inquiétude actuelle des nutritionnistes et
hygiénistes et c'est ainsi que des réglementations fixant des taux
limites en aflatoxines MI dans le lait et les produits laitiers ont été
mises en place par certains pays comme la Suisse ou sont en prépa-
ration, comme c'est le cas pour la France.

Les avis étant tres partagés sur l'importance réelle du probleme
de la contamination des produits laitiers en France et, partant,
sur les risques qu'ils font encourir aux consommateurs, il nous a
semblé intéressant de publier les résultats d'analyses qui ont été
effectuées dans nos Laboratoires, sur une période de 10 mois, sur
des échantillons de lait et de produits dérivés provenant de diverses
régions francaises.

MATERIEL ET METHODES

Echantillons analysés: nature. origine

Nos résultats comprennent I'ensemble des analyses que nous
avons effectuées durant la période allant du 1e septembre 1980 au
30 juin 1981 (10 mois), ce qui représente un total de 1046 dosages
d'aflatoxines MI, pour lesquels il est possible de faire une répartition
en fonction de la nature des produits analysés:

Nature du produit laitier Nombre de dosages
Lait liquide 380
Poudre de lait 222
Fromages frais 199
Fromages affinés 144
Aliments lactés pour nourrissons 32
Beurre 26
Poudre de lactosérum 22
Lait concentré 12
Cremes glacées 5

Caséinate 4
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fig. 2

Répartition  géographique des échantillons analysés.

L'identification de l'origine géographique exacte de I'ensemble
des échantillons analysés a été assez difficile a établir, compte tenu
du fait que nos dosages correspondent a des analyses commerciales
effectuées a la demande de divers établissements laitiers qui ne nous
ont pas systématiquement communiqué l'origine de leurs échantillons.

Nous avons pu, cependant, établir une répartition géographique
par grandes régions pour 827 échantillons (fig. 2). Il est, ainsi, possible
de voir que les prélevements effectués couvrent assez bien les grandes
régions de production laitiere francaise. Ceci ne veut cependant pas
dire que les résultats que nous rapportons représentent exactement
I'état actuel de la contamination des produits laitiers en France, par
suite de l'imprécision de deux parametres caractérisant les échantil-
lons étudiés qui sont, d'une part, l'origine exacte des prélevements et,
d'autre part, et surtout, l'importance en tonnage que représente cha-
qgue échantillon analysé.

Méthodologies analytiques

L'ensemble des échantillons a été analysé suivant la méthode que
nous avons publiée dans la Revue des « Industries Alimentaires et
Agricoles » [4] avec, cependant, une modification quant a la techni-
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que d'extraction. Nous nous sommes rapprochés de la méthode de
Gauch [7] dans laquelle Il'opération d'extraction par solvant est
réalisée sur le substrat adsorbé par un support inerte (celite), ce qui
évite tous les problemes d'émulsion rencontrés lors de I'extraction
classique en ampoule a décanter.

Le schéma ci-aprés indique la succession des opérations effec-

tuées:
Lait liquide Poudre de lait Fromages frais Fromages affinés ! Beurre
50 ml 20g 50g 1 50 g 50 g

1

+ 200 ml de
chloroforme

+ 20 mll d'eau
+ 200 ml de + 200 ml de
chloroforme chloroforme

1 1

+ 40 mll d'eau

Mixage 2 min (Waring Blendor)

t

+ 50 g d'hyflosupercel
!
Mixage 2 min (Waring Blendor)

{

Filtrer sur filtre presse. Récupérer 100 ml de filtrat

|
Filtrer sur un lit de Na2S04anhydre

t

Concentrer I'extrait a 10ml par évaporation sous vide
1

Passage sur colonne de silice 2 g Na2S04. 5 g silice: 3 g Na2S04)

. 1 . .
Elution par 75 ml d'hexane -. rejet de I'éluat
Elution par 75 ml d'éther -. rejet de I'éluat

1
Elution de la toxine par 100 ml chloroforme/acétone (75/25)

{

Concentration a 100/11
1

Dosage par C.L.H.P.
Injection 10 d'extrait purifié

Confirmation dérivation au T.F.A.
apres séparation par C.C.M.

Schéma de dosage de l'aflatoxine MI dans les produits laitiers.
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Si l'analyse, par cette technique, de la majorité des laits n'a posé
que peu de problemes, quant a lidentification de I'aflatoxine MI, il
n'en demeure pas moins que, pour certains échantillons, en particulier,
ceux correspondant aux fromages affinés, [I'identification de la toxine
a été rendue délicate par suite de la présence de nombreux composés
interférant.

Aussi, avons-nous été contraints, pour ces échantillons, a confir-
mer la présence d'aflatoxine MI par réaction de dérivation a l'acide
trifluoracétique  (T.F.A.), suivant la méthode de Van Egmond [13],
ceci, aprés séparation par chromatographie en couche mince.

La limite de détection de l'aflatoxine MI de cette méthode est de
0,1 ng ce qui, compte tenu des prises d'essai de départ et de la
concentration finale de I'extrait, permet de doser entre 20 et 50 ppt*,
suivant le type de produits laitiers analysés.

RESULTATS

A partir des 1046 résultats de dosage de l'aflatoxine MI obtenus,
ont été déterminées, par calcul et pour chaque type de produits
laitiers (lait liquide, poudre de lait, fromage, beurre ..) la fréquence
moyenne de contamination ainsi que des concentrations  moyennes
et maximales en aflatoxine MI (tab. 1).

Pour les échantillons de lait liquide et de poudre de lait qui ont
donné lieu au plus grand nombre d'analyses (602 résultats) nous avons,
en plus, représenté les courbes de distribution de la fréquence et du
taux de pollution (fig. 3 - 6).

DISCUSSION

L'aflatoxine MI a été décelée en teneurs supérieures a 50 ppt dans
430 échantillons sur 1046, ce qui représente plus de 40 p. 100 d'échan-
tillons pollués.

La fréquence de cette pollution est tres différente, suivant le
type de produits laitiers concernés ; c'est ainsi que les valeurs les
plus élevées sont relevées pour les poudres de lait (58p. 100), les ali-
ments lactés pour nourrissons (47 p. 100), les laits liquides; a l'inverse,
c'est dans le beurre que la fréquence Ila plus faible est observée
(8 p. 100).

Les concentrations en aflatoxine MI des échantillons contaminés,
exprimées sur le produit tel quel, vont de 50 ppt a plus de 5000 ppt,

* 1 ppt 1 nanogramme/kg.
1 nanogramme 109 g.



TABLEAU 1
Fréquence et taux de la contamination par [I'aflatoxine MI de divers produits laitiers francais

Résultats de 1046 analyses effectuées du I" septembre 1980au 30 juin 1981

Nombre Nombre Fréquence de la Taux moyen de la Taux maximum de
Nature du produit d'échantillons d'échantillons contamination* contamination** la contamination**
analysés contaminés (p. 100) ppting/kg) ppt (ng/kg)
Lait liquide 380 168 44 80 1150
Poudre de lait 222 129 58 690 5200
Fromages frais 199 60 30 95 1450
Fromages affinés 144 42 29 150 2150
Aliments lactés (nourrissons) 32 15 47 430 4750
Beurre 26 2 8 N.S. 150
Poudre de lactosérum 22 6 27 115 550
Lait concentré 12 5 40 220 2250
Crémes glacées 5 1 N.S.*** N.S. 250
Caséinates 4 2 N.S. N.S. 350

* Echantillon renfermant plus de 50 ppt d'aflatoxine MI'
** Exprimé sur le produit tel quel.
*** N.S. = non significatif.
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fig. 3

Répartition de la contamination par I'aflatoxine MI
(concentration) des 380 échantillons de laits liquides
analysés.

les teneurs les plus fortes étant relevées dans les poudres de lait, les
aliments lactés pour nourrissons, les laits concentrés, c'est-a-dire dans
des produits obtenus par concentration du lait liquide. Ainsi, si ces
valeurs sont rapportées non plus au produit tel quel mais au produit
reconstitué, il peut étre observé des concentrations en toxine compa-
rables a celles relevées sur le lait liquide (SOppt en moyenne).

Les répartitions de la fréquence de pollution et de la concentra-
tion en toxine relevées sur les 3SO échantillons de lait liquide pré-
levés sur une période de 10 mois, révélent des différences trés
importantes suivant la date a laquelle le prélevement a été effectué
(fig. 5 et 6) ; c'est ainsi que les valeurs les plus élevées sont observées
durant les mois allant de décembre a avril et, a lI'inverse, c'est durant
les mois de mai-juin et de septembre a novembre que les chiffres les

plus bas sont notés.
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Répartition de la contamination par I'aflatoxine Mi
(concentration) des 222 échantillons de poudre de lait
analysés.

Ces différences saisonniéres de la contamination du lait sont dues,
pour l'essentiel, a la différence d'alimentation des vaches laitiéres
entre la période d'hivernage ou elles sont a I'étable et la période
estivale ou elles se trouvent au paturage.

C'est, en effet, au cours de l'hiver que le bétail est amené a
consommer le plus d'aliments composés dans la formulation desquels
peut entrer du tourteau d'arachide, principal vecteur d'aflatoxine Bl
et des fourrages d'hiver (foin, ensilage) sur lesquels le développement
d'Aspergillus  [lavus a pu avoir lieu.

CONCLUSION

Au vu des résultats obtenus et, compte tenu de l'état actuel de
la réglementation francaise, il est possible d'indiquer qu'aucun des
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Répartition de la fréquence de contamination par
-I'aflatoxine MI de 380 échantillons de lait analysés en
fonction de la date de prélevement

1046 échantillons de lait et de produits dérivés analysés ne serait
aujourd'hui  pénalisable. En effet, le seul texte législatif francgais exis-
tant a ce jour sur l'aflatoxine MI concerne les aliments diététiques
et de régime de l'enfance pour lesquels la dose maximale d'aflatoxine
tolérée est de 5 ~g/kg, soit 5000 ppt (arrété du 1-7-1976paru au
S.0. du 14-9-1976).

Par contre, il est vraisemblable que la réglementation sur les
aliments des vaches laitiéres, qui fixe comme taux maximal en
aflatoxine Bl 20 ppb (arrété du 29-5-1980paru au l1), du 26-6-80)
n'a pas toujours été respectée.



490 LE LAIT / SEPTEMBRE-OCTOBRE 1981/ N 608

ppt
140-

130
120~
110- ~ -
100

90~ -

80~

70" —

60

50~

g0 ——— 1--

30-

20

10

100 " X
<21 w <1 > <1
u E <1 E

NOY
0=c

fig. 6

Répartition de la concentration moyenne en aflatoxine
MI des 380 échantillons de lait liquide analysés en
fonction de la date de prélevement.

En effet, il est actuellement admis que le taux de conversion de
I'aflatoxine BI ingérée par une vache en lactation, en aflatoxine MI
éliminée dans son lait est compris entre 0,5 et 3p. 100 [9, 6], ce qui
fait que certains échantillons de lait étudiés par nous, sur lesquels
des concentrations élevées en toxine ont été notées (supérieures
a 500 ppt) ne peuvent provenir que de vaches ayant consommé
des aliments pollués par l'aflatoxine BI a un taux supérieur a 20 ppb.

En se référant aux informations évoquées lors d'une séance de
travail de I'Association francaise de normalisation, faisant état de la
mise en place d'une réglementation prochaine fixant comme taux
maximum d'aflatoxine Ml dans le lait des valeurs aussi faibles que
50 et 10 ppt, 40p. 100 des échantillons analysés seraient rejetés en
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considérant I'hypothése ou le taux le plus élevé serait retenu
(50 ppt).

Un pourcentage beaucoup plus élevé serait éliminé, dans le cas
ou la valeur de 10 ppt serait retenue.

Ainsi, on est autorisé, légitimement, a se demander s'il est vrai-
ment souhaitable de passer aussi brutalement et rapidement d'une
réglementation acceptant jusqu'a 5000 ppt d'aflatoxine dans les
aliments infantiles a une réglementation qui n'en tolérera plus que
50 a 10 ppt.

La fixation de valeurs aussi faibles ne serait d'ailleurs pas sans
poser de nombreux problémes, tant au niveau de l'alimentation des
vaches laitieres qu'au point de vue analytique.

En ce qui concerne l'alimentation animale, compte tenu du taux
de conversion de l'aflatoxine BI en aflatoxine MI, mentionné précé-
demment, il sera nécessaire de revoir les réglementations sur les
aliments de vaches laitieres qui, nous le rappelons, tolérent aujour-
d'hui jusqu'a 20 ppb de toxine, ce taux devant, a notre avis, étre obli-
gatoirement réduit de 5a la fois pour étre en accord avec ce qui sera
demandé sur le lait et les produits laitiers.

Des taux aussi faibles dans les aliments des vaches laitiéres ne
pourraient étre obtenus qu'en éliminant systématiquement des for-
mulations, des matieres premiéres telles que le tourteau d'arachide
dont le taux de contamination méme de celui ayant fait I'objet d'une
détoxification (le rendement de ce traitement n'est au mieux que de
95p. 100), risque d'étre toujours supérieur au taux admissible, pour
que le lait des vaches l'ayant ingéré soit non contaminé.

De plus, l'utilisation d'autres matieres premiéres utilisées cou-
ramment en alimentation animale ne sera pas sans poser de pro-
blemes ; en effet, de l'aflatoxine BI a déja été détectée a plus ou
moins forte concentration dans des tourteaux de soja, des grains de
mais et dans certains ensilages.

Au niveau analytique, l'application d'une telle réglementation
nécessite de disposer d'une méthode de dosage de l'aflatoxine MI trés
sensible pour permettre de détecter des quantités aussi faibles que
le dixieme ou le vingtieme de nanogramme de toxine, tout en restant
spécifique et reproductible.

Ce paramétre analytique trés important, pour qu'une réglemen-
tation puisse étre réellement et efficacement appliquée, semble avoir,
jusqu'a ce jour, été ignoré ou oublié.

Les différentes méthodes de dosage de I'aflatoxine MI qui ont
été étudiées et testées jusqu'a ce jour au sein de la Commission
Mycotoxines de I'AFNOR~'(qui est, a notre avis, I'Organisme le mieux

* AFNOR: Association Frangaise de Normalisation.
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placé pour définir et normaliser une méthode de dosage dans ce
domaine), ne permettent, au mieux, que de détecter et doser 100 ppt
d'aflatoxine Ml et, ceci, avec un coefficient de reproductibilit¢ compris
entre 40 et 60p. 100 [8, 12].

S'il est vrai que, depuis peu de temps, un certain nombre d'autres
méthodes permettant une détection ultra sensible de l'aflatoxine Ml
dans les produits laitiers (0,1 a 1 ppt) ont été décrites dans la lit-
térature [7, 10], aucune n'a, a notre connaissance, fait l'objet d'ana-
lyses circulaires qui constituent le seul véritable moyen pour évaluer
leur sensibilité et leur reproductibilité.

En conclusion, nous pouvons dire que si la mise en place d'une
réglementation fixant des taux limites en aflatoxine MI dans les laits
et les produits laitiers est une nécessité urgente, il nous semble, par
contre, prématuré de retenir les valeurs inférieures a 50 ppt et de
I'ordre de la ppt qui pouvaient étre proposées, compte tenu des pro-
blémes que cela pourrait poser, tant au niveau de la production
laitiere francaise qu'au niveau des contrbles analytiques et, dans ce
dernier cas, en l'absence d'une méthode officielle reconnue.

Résumé

Les résultats de dosage de l'aflatoxine MI effectué sur 1046 échan-
tillons de lait et produits dérivés, originaires de diverses régions
francaises et prélevés durant la période allant du 1er septembre 1980
au 31 juin 1981, ont révélé que plus de 40p. 100 des échantillons
étaient pollués et, ceci, a des concentrations allant de 50 a plus de
5 000 ppt.

La contamination de ces produits laitiers a révélé des différences
importantes suivant la nature et l'origine des échantillons analysés
ainsi que suivant la date a laquelle les préléevements ont été effectués.

L'ensemble des résultats obtenus a été comparé, d'une part, a la
réglementation francaise actuelle ; d'autre part, a celle qui doit étre
en préparation et pour laquelle seraient annoncées des teneurs pep-
missibles en aflatoxines MI tres faibles. Les problemes que pourrait
poser la mise en place de cette nouvelle réglementation sont exposés
(alimentation animale, problémes analytiques).

Summary

SOME RESULTS ABOUT THE CONTAMINATION OF MILK
AND DAIRY PRODUCTS BY AFLATOXIN Ml IN FRANCE

The results of Aflatoxin MI determinations on 1046 samples of
milk and dairy products, collected from 1st September 1980 to
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31st June 1981 in different parts of France, show that more than
40 p. 100 of these samples are spoilt by this toxin in a range of concen-
tration from 50 up to 5000 ppt.

The amounts of the contamination show big differences accor-
ding to the king, the origin of the samples, and the date of the
sampling.

AU the results are compared to the actual french legislation and
to the next one which should allow very low amounts of Aflatoxin MI.

The problems that may appear with this new reglementation
are exposed (animal feed, analytical problems).

Regu pour publication en juillet 1981.
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