MEMOIRES  ORIGINAUX 133

Recherche des aflatoxines Bl et Ml

dans les fromages de type «Camembert »

par

B. CORBION et J. M. FRBMY™*

INTRODUCTION

La présence de mycotoxines dans les denrées alimentaires d'ori-
gine végétale ou d'origine animale, pose un grave probléeme de santé
publique ; plus particulierement, la présence d'aflatoxines dans les
produits laitiers, du fait de leur large consommation, doit retenir
l'attention des nutritionistes et des toxicologues.

Nous savons en effet que des spores d'Aspergillus  flavus peuvent
étre rencontrées, en trés faible quantité cependant, dans la mycoflore
des fromages [1] et que la production d'aflatoxine B, a été réalisée
expérimentalement sur certains types de fromages [2,5].

Kiermeier a montré que 1,5p. 100 de l'aflatoxine B, ingérée par
le bétail laitier lors de la consommation de tourteaux contaminés,
peut étre éliminée dans le lait sous forme d'aflatoxine Ml [3]. Du
fait que tous les spécialistes s'accordent pour affirmer que Ila
toxicité de Jaflatoxine MI est analogue a celle de Il'aflatoxine Bi, il
est particulierement intéressant de suivre le devenir de cette substance.

Tenant compte des considérations précédentes nous avons réalisé
une enquéte sur les fromages a pate molle de type « Camembert »
pour Vérifier le niveau éventuel de contamination en aflatoxines de
ces produits.

Cette étude est limitée a ce seul type de fromage mais elle a été
étendue a un assez vaste territoire, ce qui paraissait souhaitable si
I'on retient que les études précédentes ayant le méme objet n'avaient
porté que sur un faible nombre d'échantillons en provenance d'une
zone bien limitée géographiquement.
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Zone soumise a l'étude et différents lieux de prélévements.

Test de confirmation par réaction a l'ac. trifluoroacétique (T.F.A.),seule l'aflatoxine M, (tache a) répond au test par
formation du produit dérivé (b). Le métabolite suspect du fromage (tache s) est insensible au test.
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Figures 3 et 4*:

* Schémas réalisés a partir

Test de confirmation par application du standard
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1. Dépbt des standards d'aflatoxine M"

1. Dépbdt de I'extrait du fromage.

11l.  Dépdt de I'extrait du fromage avec standard interne d'aflatoxine M,.
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fig. 4

: dans la figure 3, le métabolite suspect du
fromage (tache s) semble correspondre aux standards de M, (tache a). Dans la figure 4, le doute est levé
du fait de la non-concordance des taches (a) et (s).

des plagues de C.C.M. observées sous U.V.longs (366nm)
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MATERIEL- METHODES

L'enquéte porte sur une centaine d'échantillons de fromages de
type commercial prélevés dans quarante établissements laitiers de
la moitié nord de la France, pendant la période hivernale 1976
(fig. 1).

Les échantillons ont été conservés a + 4°C sous feuille d'alumi-
nium, les analyses ont été réalisées sur une période de 6 mois. La
prise d'essai, comprenant la pate et la crolte du fromage, est de 50 g.
Les techniques expérimentées sont celles de Stubblefield [7], de
Kiermeier [3] et de Shih et Marth [5] légérement modifiée (voir
annexe).

Tous les échantillons ont été analysés par cette derniére techni-
qgues mais les trois méthodes ont été appliquées a l'analyse de
qguelgues échantillons afin de les comparer entre elles et principale-
ment dans le but de mettre en ceuvre la technique de Kiermeier
publiée au cours de l'année 1976 [4].

La séparation est réalisée en chromatographie en couche mince
(C.C.M.) sur plague Merck GZ5 par la technique bidimensionnelle
avec les solvants suivants

- sens de migration 1 : chloroforme/acétone: 90/10 ;

- sens de migration 2 : eau/méthanol/éther: 1/3/96.

Les tests de présomption par pulvérisation a l'acide sulfurique
50 p. 100, sont effectués systématiquement: une réaotion positive se
traduit au niveau des taches d'aflatoxine B, et M, par un changement
de coloration qui peut s'observer sous éclairement U.V. (366 nm).
Les tests de confirmation par réaction a l'acide trifluoroacétique
(T.F.A)) sont réalisés pour les cas suspects : en présence de T.F.A.,
on assiste a la formation du produit dérivé de l'aflatoxine M, (forme
hémiacétal) ayant un Rf inférieur au produit initial.

Enfin, un autre mode de confirmation consiste a effectuer un
dépdt avec standard interne.

Les solutions étalons sont préparées a 1 ug/rnl pour l'aflatoxine
B, a partir de standard du commerce et a 2 fLg/mlpour I'aflatoxine M,
obtenue aprées purifications successives d'un extrait chloroformique
d'urines de singe nourri avec des aliments contaminés en aflatoxine B,.

Dans le cas ou les différents tests précités confirment la pré-
sence d'aflatoxine, le dosage quantitatif peut étre réalisé au fluoro-
densitométre  « Vernon »,

RESULTATS

Afin de pouvoir interpréter convenablement nos résultats ana-
lytiqgues, nous avons au préalable déterminé pour la méthode de
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Shih et Marth, le rendement et la limite de détection de I'analyse
a llaide dajouts effectués dans un échantillon de l'ordre de la i-Lg
d'aflatoxine Bl et de 20 i-Lgl'aflatoxine MIl.

L'enquéte ainsi présentée donne les résultats suivants: sur cent
échantillons examinés, l'aflatoxine B, n'a pas été détectée ; Il'afla-
toxine M, n'a été décelée qu'une fois a l'état de traces.

Aflatoxines . Rendement Limite de détection
11— .
B, 80 p. 100 1,5 ppb
M, 65 p. 100 2,5 ppb
DISCUSSION

En ce qui concerne le rendement des méthodes d'extraction
les trois méthodes paraissent donner des résultats trés voisins, toute-
fois ceux obtenus avec la méthode Stubblefield se sont révélés étre
les plus faibles.

En ce qui concerne la commodité d'exécution, la nouvelle mé-
thode de Kiermeier s'avere a la fois simple et rapide d'exécution,
alors que les deux autres présentent une exécution longue et
relativement complexe.

En conclusion, la recherche de l'aflatoxine B, est relativement
aisée et ne présente aucune difficulté d'interprétation. Par contre,
la détection de l'aflatoxine M, s'avere plus délicate en raison de la
présence de composés interférant. En effet, lors de l'analyse, on a
pu constater qu'environ 30p. 100 des échantillons ont présenté une
tache analogue a l'aflatoxine M" c'est-a-dire de méme Rf, de méme
couleur sous U.V. avant et apres pulvérisation a l'acide sulfurique.
Néanmoins les tests de confirmation rassemblant la mise en place
du standard interne (fig. 3 et 4) et la réaction au T.F.A. (fig. 2) ont
permis de lever le doute pour ces échantillons a Il'exception d'un
seul qui présentait donc des traces d'aflatoxine M,. Insistons sur le
fait qu'une grande prudence est donc de rigueur lors de linterpré-
tation des résultats.

CONCLUSION

En dépit de l'aspect plutdét négatif de l'enquéte que nous avons
menée, nous considérons cependant que le probleme de la présence
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éventuelle d'aflatoxines et plus particulierement de I'aflatoxine M,
dans les produits laitiers doit encore retenir toute l'attention des
analystes et des hygiénistes.

Résumé

Une enquéte portant sur une centaine d'échantillons de fromages
de type commercial prélevés dans quarante établissements laitiers
et visant a déterminer le niveau de contamination de ces produits
par les aflatoxines a été réalisée. Les analyses dont on a calculé au
préalable le rendement et la limite de détection pour ce type d'aliment
ont donné les résultats suivants: I'aflatoxine B, n'a jamais été détec-
tée tandis que l'aflatoxine M, n'a été décelée que dans un seul échan-
tillon et seulement & I'état de traces. La recherche de l'aflatoxine B,
est relativement facile, par contre la détection de I'aflatoxine M,
est rendue plus délicate du fait de la présence de composés inter-
férant avec cette derniére.

Summary

This study concerns 40 dairy factories from which 100 samples
of commercial type cheese were taken. An estimation of the yield
and detection limits was calculated for this type cheese. The investi-
gation gives .the foliowing results: aflatoxin Bi was not detected,
aflatoxin M, was only detected in one sample and as a trace element.
The determination of aflatoxin B, is relatively easy, howover the
detection of aflatoxin M, is rendered more difficult by the presence
of substances interfering with it.

Zusammenfassung

Hundert Proben aus Kasen in viervig Geschaften wvon Milch
produckten wurden gesammelt. Die Kinstiche Verseuchtung einer
Probe bestimmt einerseits die Leistung anderseits die Nachweisgrenze.
Also zugefiihrte untersuchung zeigt nach dieser Art da B hundert
anlysierten Proben Keine Aflatoxine B, enhalten, und dabnureine
Probe Aflatoxinspuren M, enthalt, Die Untersuchung der Aflatoxin B,
ist ziemlichleicht, und fiir Aflatoxin M, ist Die Nachweis wegen vielen
Interferenzen  Schwierig.

Recu pour publication en novembre 1977.
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Annexe 1
TECHNIQUE SHIH ET MARTH MODIFIEE

509 de from%ggL}

50ml de CH Agitation quelques mn au Waring:
100ml de MeOH mélange monophasique

40ml d'H,O

50ml d!CHCL, Agitation 1 mn au Waring

50ml }-&)

20g Hyflosuperccl:  Agitation 1 mn au Waring

(]
Mélange biphasique filtré sur papier

rincé par 100ml eHeL'------- r  phu,” MeOH-H,0 ~ phu" cnci,

T
re-extraction en ampoule a décanter

phase ~ phase CHCL,,--
MeOH-H, 0"/ - . T
passage sur Na,S04

1
T

évaporation sous vide
1

T
résidu huileux repris
par 50ml MeOH

+ 45ml H,0

T
agitation en ampoule
avec 100ml Hexane

- ==
P ————— — — — — — —

phase MeOH-H,0 .. pHase *Hexane

Extraction par gfois 50ml CHCL"

phase MeOH-H,0 phases CHCL,

|

T
passées sur Na,SO,anhydre

!

T
évaporation totale sous vide

1
T

EXTRAIT PURIFIE
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