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Introduction

Introduction

Le lait est considéré comme étant I'aliment parfait pour tout groupes d'dge, fournissant
les principaux ingrédients vitaux et fonctionnels a la vie humaine, sa composition
biochimique complexe le rend I’aliment idéal qui répond aux besoins nutritionnels et
immunologiques des adultes et des nourrissons (Campagnollo et al., 2016 ; Jaiswal et al.,
2018 ; Awaisheh et al., 2019 ; Alahlah et al., 2020), cet aliment mondialement consommé, se
taille une part majeure dans la ration alimentaire du consommateur algérien, et de ce fait,
I’ Algérie se classe parmi les pays les plus consommateurs en matiere de lait et cela est dii aux

coutumes alimentaires et a la valeur nutritive du lait (El Hassani, 2013).

Vu le réle que prend le lait dans la nutrition humaine et étant donné qu'il est un
composant principal dans notre alimentation, notamment pour les nourrissons qui dépendent
du lait comme source majeure de nutriments, le lait peut étre la voie d’entrée de contaminants
chimiques dangereux, y compris les mycotoxines telles que I’aflatoxine M1, les métaux
lourds, les antibiotiques, etc. Dans le corps de I’adulte et du nourrisson, ces contaminants

peuvent poser de graves probléemes de santé (Nag, 2010 ; Jaiswal et al., 2018).

L’intrusion de I’AFML1 dans le corps humain, en particulier chez les nourrissons et les
jeunes enfants, peut avoir un impact négatif sur leur santé car le foie est le principal organe
cible pour sa toxicité et sa cancérogeénicité, de plus il peut également causer d'énormes
dommages génomiques, de ce fait I'AFM1 est considérée comme un biomarqueur et sa
détection dans le lait peut étre utilisée pour évaluer I'exposition a lI'aflatoxine chez les humains
(Davoodi, 2013 ; Ishikawa et al., 2016 ; Campone et al., 2018 ; Seid et Mama, 2019).

Notre objectif initial consiste a détecter I’aflatoxine M1 dans 10 marques de lait
infantile et 10 marques de lait en poudre commercialisées en Algérie par la méthode de CCM,
et a quantifier le taux d’aflatoxine M1 par la technique d’HPLC en cas de sa révélation, mais
en raison de la situation imposée par la pandémie du Coronavirus 2019 I’objectif de ce travail

du mémoire n’a pu étre atteint car les manipulations expérimentales ont été interrompues.

Ce travail vise en premier lieu a présenter les manipulations que nous avons pu réalisées
et qui n’ont pas été achevées, et deuxiemement a donner un apercu général sur les résultats de
la détection et la quantification d’AFM1 dans le lait infantile et en poudre issues de plusieurs
travaux de recherche, puis a comparer ces résultats avec les limites d’AFM1 fixées par les

réglementations de la commission européenne, des Etats Unis et du Codex Alimentarius.
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Chapitre 1 Généralités sur le lait

1.1. Définition du lait

L’organisme Américain Food and Drug Administration (FDA) définit le lait comme
étant « La sécrétion lactée, totalement sans colostrum, obtenu par la traite compléte d'une ou
de plusieurs vaches saines, qui peut étre clarifiée et ajustée en séparant une partie de la
matiére grasse ; il peut se présenter sous forme de lait concentré, lait reconstitué et lait entier
en poudre. L'eau peut étre ajoutée en quantité suffisante pour reconstituer les formes
concentrées et seches du lait » (Vaclavik et al., 2008).

Le lait est généralement percut comme étant un produit alimentaire de base qui procure
divers aspects des besoins nutritionnelles et immunologiques de toutes tranches d’age

confondus, notamment les nourrissons et les enfants (Mohammadi et al., 2017).

1.2. Composition du lait

Le lait est considéré comme une source biologique a valeur biologique précieuse qui
englobe plusieurs macros et micros nutriments, il contient quatre constituants principaux:
I'eau, les lipides, les protéines et le lactose. Le lait est une précieuse source de calcium, de

vitamines et d’antioxydants (Fox et al., 2017 ; Mohammadi et al., 2017 ; Moussa, 2020).

1.3. Types de lait commercialisé en Algérie

1.3.1. Le lait liquide

En Algérie le processus de production de lait est en grande partie, réalisé en usine apres
avoir subit une reconstitution. Il peut se présenter sous forme de lait entier, partiellement-
écrémé ou écréme. 1l est ensuite conditionné en sachet polypropylene, en bouteille et tétra-
pack (Leksir, 2012).

Les acteurs du secteur laitier procurent essentiellement du lait pasteurisé conditionné en

sachet. Certains d’entres eux ont méme introduit :
- Le lait entier conditionné.
- Le lait UHT (Leksir, 2012).

1.3.2. Le lait en poudre
Ce lait résulte de ’enlévement partiel de 1’eau du lait (Kabir, 2015).
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1.3.3. Le lait infantile

Ce type de lait est majoritairement consommé par les nouveau-nés et les enfants afin de
subvenir a leurs besoins. 11 est fabriqué a partir de lait de vache, selon 1’un des deux types de
processus: soit un processus de «meélange a sec» ou un processus de «mélange & séchage

humide par pulvérisation» (Nasirpour et al., 2006 ; Jiang et Guo., 2014 ; Kabir, 2015).

Les ingrédients préparés a partir de lait bovin (poudres de lait entier ou écréme,
caséinates, etc.) sont souvent utilisés comme source de protéines dans les préparations pour
nourrissons. Les propriétés physico-chimiques des poudres sont influencées par les
paramétres de traitement (chauffage, évaporation et séchage...) (Masum et al., 2020).

1.4. Consommation du lait en Algérie

Le lait est considéré comme étant un produit de base dans le modéle de consommation
algérien avec en moyenne une consommation de 110 litres par an et par habitant. L.’ Algérie
est classée comme le second pays importateur au monde de lait et de ses dérives (Bekhouche-
guendouz, 2011 ; El Hassani, 2013).

La consommation des produits laitiers est en hausse continuelle ; I’ Algérie demeure le

premier consommateur du lait au sein du grand Maghreb (Leksir, 2012).

1.5. Contamination du lait par ’aflatoxine M1

Le lait et ses produits dérivés sont particulierement prédisposés a la contamination par
'AFML1 et sont considérés comme présentant certains risques pour la santé humaine. Par
conséquent, le lait présente le plus grand potentiel avéré d'introduction de résidus d'aflatoxine

dans I'alimentation humaine (Campagnollo et al., 2016).

Le lait est plus susceptible de transmettre les résidus d’aflatoxine des tissus animaux
vers I’alimentation humaine. En outre, les enfants dépendent principalement du lait dans leur
nutrition, et sont de ce fait, plus vulnérables que les adultes. Ainsi, I’hygiéne alimentaire dans
les produits laitiers est principalement perturbée par la prévalence de la « toxine du lait » ou
de ’AFMI dans le lait et ses produits dérivés (Mohammadi et al., 2017).
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Chapitre 2 Aflatoxine M1 dans le lait

2.1. Historique

Les aflatoxines ont été identifieces pour la premiére fois comme étant la toxine
soupgonnée d’étre la cause de la mortalité de plus de 100000 dindons et d’autres animaux

d’¢levage (Turquie X disease) en Angleterre au début des années 1960 (Quadri et al., 2012).

La cause de la maladie a été due a une alimentation contaminée utilisant la
chromatographie sur couche mince qui a révélé une série de composants fluorescents, appelés

plus tard aflatoxines, responsables en faite de I'épidémie (Razzaghi-Abyaneh, 2013).

2.2. Etymologie de I’aflatoxine M1

Le nom aflatoxine, acronyme, qui a été formé a partir de la combinaison suivante: la
premiére lettre, "A" désignant le genre Aspergillus, quant a la série suivante de trois lettres,
"FLA", désignant l'espéce flavus, le nom "TOXIN" signifiant poison (Razzaghi-Abyaneh,
2013) ; tandis que la lettre M « Milk » s’applique a cette aflatoxine présente dans le lait et ses
produits dérivés (Campagnollo et al., 2016).

2.3. Définition de I’aflatoxine M1

L’AFMI est le métabolite hydroxylé de l'aflatoxine B1 (AFB1) (Xiong et al., 2020),
cette derniére peuvent étre produite principalement par deux especes du genre Aspergillus:

Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus (Shahbazi, 2017).

L’AFMI1 est produite dans le foie des bovins suite a l'ingestion de I’AFB1 dans les
fourrages contaminés, elle est lI'une parmi les mycotoxines les plus toxiques (Guo et al.,
2019 ; Mohammedi-Ameur et al., 2020). Ce métabolite a été classée comme cancérogene
humain du groupe 1 par le CIRC (Assaf et al., 2019).

2.4. Structure de I’aflatoxine M1

Schématiquement, les aflatoxines sont des difurocoumarines, elles se composent d'un
noyau de coumarine (en couleur verte au milieu de la figure 1) auquel sont attachées une
partie difurane d'un seul c6té (en couleur bleue a gauche dans la figure 1) et aussi d’un cycle

pentene (en couleur rouge a gauche dans la figure 1) (Benkerroum, 2020).
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Aflatoxine M1 dans le lait

Les doubles anneaux de furane constituent la structure toxique de base, et la coumarine

est liée a la cancérogénicité (Xu et al., 2019).

N
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o ; ' \o :
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: -
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Figure 1. Structure de l'aflatoxine M1 (Benkerroum, 2020).

2.5. Propriétés physico-chimiques de ’aflatoxine M1

Les aflatoxines sont des cristaux incolores a jaune pale, présentant une fluorescence

sous la lumiére UV (Kumar, 2018). Le tableau suivant résume les propriétés physico-
chimiques de I’AFM1.

Tableau 1. Propriétés physico-chimiques de I'AFM1 (Quadri et al., 2012).

Formule chimique Ci7H1207
Poids moleculaire 328 g/mol
Point de fusion 299 °C

Solubilité Légerement soluble dans I'eau; insoluble dans les solvants non
polaires; soluble dans les solvants organiques modérément
polaires (le chloroforme et le méthanol).

Stabilité Extrémement stable méme a des températures supérieures a

100 °C.
Instable a la lumiére ultraviolette en présence d'oxygene, aux
pH extrémes (<3,> 10) et aux agents oxydants.

Fluorescence

Fortement fluorescente, émettant une lumiére bleue-violette (a
365 nm).
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2.6. Formation de P’aflatoxine M1

Aprés la consommation de fourrages déja contaminés par 1’AFB1, une portion de ce
méme AFBL va étre absorbée dans le tube digestif des cheptels par diffusion passive et subit
une biotransformation hépatique (Campagnollo et al., 2016). Une partie de cet aflatoxine

ingérée va subir une hydroxylation dans son noyau furanique terminal (Giovati et al., 2015).

Cette biotransformation microsomale de I'AFB1 par les enzymes CYP450 comprend
I'nydroxylation de la toxine, conduisant a la formation de métabolites plus polaires et moins
toxiques, principalement I'AFM1 (fig. 2). Le CYP1A2 est 'un des isoenzymes les plus actives
de cette famille, responsable de la formation de I'AFM1 hydroxylée. Les réactions qui
aboutissent a la formation d’AFM1 sont trés rapides, car I'AFM1 apparait dans le lait de 2 a 3
jours aprés avoir mangé des fourrages contaminés (Campagnollo et al., 2016 ; Marchese et
al., 2018 ; Barreto et al., 2019).

L’AFMI1 est principalement considérée comme un produit de detoxification du
métabolisme de I'AFB1, révélant seulement 10% de mutagénicité par rapport a son
précurseur, cette AFML1 est excrétée principalement dans le lait et également dans l'urine, le

sang et les organes internes (Mulunda et al., 2013 ; Marchese et al., 2018).

AFB1 AFM1

Figure 2. Illustration de la conversion d'AFB1 en AFML1 (Vaz et al., 2020).

2.7. Toxicité de I’aflatoxine M1

La présence d’AFML1 dans le lait et dans les produits laitiers constitue un risque majeur
pour I'homme car ces produits sont consommeés régulierement dans notre régime alimentaire
(Vaz et al., 2020), ces produits sont principalement consommés par les enfants, qui sont
considérés comme beaucoup plus sensibles aux effets néfastes de cet aflatoxine (Ketney et al.,
2017).
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L'AFMI1 est a l'origine de toxicoses aigués et chroniques, principalement par I’ingestion
de lait et de produits laitiers contaminés, ou du metabolisme de I'AFB1 dans le foie (Giovati
et al., 2015). Etant donné que le principal organe visé par I'AFML1 est le foie, il est considéré
comme un métabolite hépatotoxique. En outre, il peut entrainer d'autres effets néfastes,
notamment la suppression de l'immunité, une réduction de production de lait et une

diminution de I'apport d'oxygéne aux tissus corporels (Assaf et al., 2019).

L'aflatoxine M1 présente un niveau élevé d'activité génotoxique et représente
certainement un risque pour la santé en raison de son éventuelle accumulation et sa liaison a
I'ADN (Mulunda et al., 2013). Elle est également un facteur pathogene de l'insuffisance
pondérale chez l'enfant, de déficit immunitaire, des dommages neurologiques et méme d'une

mortalité élevée (Li et al., 2018).

2.8. Réglementation de I’aflatoxine M1

En raison de la toxicité potentielle de I'AFM1, la plupart des pays ont fixé des niveaux
maximaux admissibles pour I'AFM1 dans le lait et ses produits dérivés. Dans I'Union
européenne (UE), le niveau légal maximal d'AFM1 est de 0,050 pg/kg pour le lait et ses
produits dérivés et 0.025 ug/kg pour le lait infantile. L’organisme Américain FDA et le Codex
Alimentarius Onusien ont fixé un niveau de tolérance d'/AFML1 dans le lait a 0.05 pg/kg.
Malheureusement, la concentration maximale autorisée d'’AFM1 dans le lait n'a pas été établie
en Algérie (EC, 2010 ; Mohammedi-Ameur et al., 2020).

2.9. Détoxification de I’aflatoxine M1

La contamination du lait peut ainsi étre réduite soit directement, en diminuant la teneur
en AFML1 du lait contaminé, soit indirectement, en diminuant la contamination en AFB1 dans

I'alimentation des animaux laitiers (Giovati et al., 2015).

2.9.1. Controle biologique et méthodes de décontamination a base d'argile

Une meilleure gestion des conditions pres et post récolte est une étape essentielle pour
réduire la contamination par 1’aflatoxine. Plusieurs techniques de pointes utilisent différents
types d'argiles minérales qui ont été testés pour leur capacité a lier I’aflatoxine dans les

aliments pour animaux, tel le HSCAS (Assaf et al., 2019).
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2.9.2. Décontamination microbienne de I'AFM1

L'utilisation de levures probiotiques et de bactéries lactiques pour lier ’aflatoxine dans
les aliments liquides contaminés a été largement testée. Ces adsorbants biologiques peuvent
étre communément trouvés dans plusieurs produits laitiers tels que le lait et utilisés dans la
décontamination vue que ils ont une capacité a se lier rapidement a I’AFM1 (Assaf et al.,
2019).

2.9.3. Traitement enzymatique

Il existe une autre voie possible de traitement basée sur I’action des enzymes des
especes microbiennes sur la degradation de I'aflatoxine. De nombreuses études utilisant des
extraits microbiens pour dégrader I’AFB1 ont été testé, cependant, I'application pour aboutir a

la dégradation d'AFM1 s’est révélée limitée (Nguyen et al., 2020).

2.10. Détection de I’aflatoxine M1

En raison de la toxicité de cette molécule, sa détection et sa quantification sont
extrémement importantes. Différentes méthodes analytiques ont été développées, ayant
différents niveaux de précision qui pourraient étre utilisés a d’autres fins scientifiques

(Mwanza et al., 2015 ; Vaz et al., 2020).

L'analyse de I'AFM1 est basée sur les étapes suivantes: échantillonnage, préparation des
échantillons, extraction, purification et analyse (identification et quantification). Nombres de
méthodes existant permettent la détection et la quantification de ces composés, notamment la
chromatographie en phase liquide couplée a la spéctrométrie de masse (LC-MS), la
chromatographie sur couche mince (TLC), la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC), le dosage sur colonne dimmuno-affinité (ICA) et le dosage

d’immunoabsorption par enzyme liée (ELISA) (Vaz et al., 2020).

Les methodes d'analyse quantitative concernant I’AFM1 de méme que ‘la
chromatographie sur couche mince’ a été largement utilisée en raison de sa simple
fonctionnalité, de sa capacité a répéter la détection et la quantification, et de la rentabilité de
I'analyse car de nombreux échantillons peuvent étre analysés sur une méme plaque avec une

faible utilisation de solvant (Womack et al., 2016).
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3.1. Objectif et méthode de travail

L’objectif initial de cette étude était la recherche et la détection de 1’aflatoxine M1 dans
20 marques de lait commercialisées en Algérie par CCM et de déterminer sa concentration par

HPLC en cas de révélation de ce métabolite.

Afin d’atteindre la 1% partie de cet objectif un protocole adopté par I’AOAC
(Association of Official Analytical Chemists), I'IDF (International Dairy Federation) et
I’'TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) a été suivi. Le schéma suivant

représente les principales étapes du protocole.

s
i
——
o
| smncon

Figure 3. Les principales étapes de la détermination d'/AFM1 dans le lait par CCM
(Stubblefield, 1986).

3.2. Matériel et méthodes

3.2.1. Echantillonnage
Dans la présente étude 5 échantillons de lait infantile de différentes marques ont été

achetés a des pharmacies de la wilaya de Biskra, pendant la période de 10 a 13 Février 2020
(tab. 2).
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Tableau 2. Echantillons du lait infantile.

Marque Date de production Date d’expiration Numéro de
I’¢échantillon
Nursie Confort 10/02/2019 18/02/2021 1
Aptajunior 14/08/2019 02/06/2021 2
Biomil 01/07/2019 01/07/2021 3
France lait confort 12/05/2019 12/05/2022 4
Gloria Junior 13/03/2019 02/03/2021 5

3.2.2. Méthodes

3.2.2.1. CCM des standards d’AFM1

Des chromatographies sur couche mince ont été effectuées pour les standards d’AFM1
(de la marque Bio-Shield) a I’abri de la lumiére et selon les étapes suivantes :

-Préparation de la phase stationnaire

Une plaque CCM d’une dimension de 20%20 cm a été coupée en 4 petites plaques, puis

une ligne de dép6t a 2 cm du bas de chaque plaque a été tracé au crayon.

Ensuite sur chaque ligne de dépot les emplacements ou les standards vont étre déposées
ont été marqués en laissant une distance d’environ 1.5 cm entre les emplacements et a 1 cm

des bords.

A la fin des étapes précédentes les plaques ont été réactivées dans une étuve a 100°C

pendant 30 minutes.
-Préparation de la phase mobile

Dans un bocal en verre qui a été lavé auparavant et stérilisé dans un four pasteur,
I’¢luant composé de 8.5 ml de chloroforme, 1 ml d’acétone et de 0.5 ml d’isopropanol a été

Verse.

Ensuite le bocal a été fermé et son couvercle bouché par du parafilme pour permettre la

saturation de 1’atmosphere.
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-Dépots des standards d’AFM1

A TI’aide d’une micropipette 5 ul de chaque concentration des standards d’AFM1 a été
prélevée puis déposée sur la ligne de dépdt de chaque plaque CCM a I’emplacement marqué

en changeant I’embout a chaque fois.
-Développement des plaques

Lorsque les dépbts sont secs chaque plaque CCM a été placée verticalement dans le
bocal qui contient 1’éluant contre son paroi en mettant la ligne de dépdt en bas ensuit apres

avoir bien fermé le bocal la diffusion de 1’¢luant a travers les plaques a été surveillés.

Les plaques ont été retirées quand I’éluant est a environ 1 cm du bord supérieur et le

niveau atteint par les solvants a été marqué par un crayon.

Finalement les plaques ont été laissees sécher puis conservé dans des boites en verre
stériles recouverte d’aluminium.
-Revélation

Au sein du laboratoire de chimie du département de science de la matiére de 1'université
Mohamed Khider la révelation des plaques, a ete effectuée en les déposants dans la chambre

noire pour CCM munie d’une lampe UV (fig. 4), la longueur d’onde adéquate est 365 nm.

Figure 4. Chambre noire pour CCM a lampe UV.
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3.2.2.2. Reconstitution du lait

Dans un bécher contenant 50 ml d’eau distillée 10 g de lait infantile a été dissoute sous

agitation de 5 minutes.

3.2.2.3. Extraction liquide-liquide du lait infantile

La présente étape a été réalis¢ dans un endroit du laboratoire a I’abri de la lumiére et le
protocole extractif a été effectué selon la méthode de Stubblefield (1986) et comporte les

étapes suivantes :

- Initialement le lait reconstitué a été introduit dans I’ampoule a décanter avec 10 ml de
solution de chlorure de sodium saturée (voir annexe 1) puis 120 ml de chloroforme a éte
rajouteé.

- Par la suite ’ampoule a décanter aprés I’avoir bouché et retiré de son support a subit

une agitation énergique durant laquelle elle a été dégazée régulierement.

- Puis ’ampoule a décanter a été reposée sur son support et débouchée ; ensuite le

mélange a été laissé se séparer pendant 2 minutes.

- Aprés I’écoulement des 2 minutes le décantage a été effectue (fig. 5) en récupérant la
phase inférieure (la phase organique) dans un erlenmeyer contenant 10 g de sulfate de sodium

anhydre sous une agitation de 2 minutes (voir annexe 2).
- Ensuite le mélange a éte filtré sur papier Whatman n°1.

-Finalement apres avoir récupéré le filtrat dans des tubes a essais biens fermés ils ont été
recouverts par du papier aluminium dans le but d’éviter tout contact de lumiére, pour
empécher toute dégradation de I’AFMI ; puis ils ont été conservés dans le réfrigérateur a
4°C.
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Figure 5. Montage de I'extraction liquide-liquide.

3.2.2.4. CCM du standard d’AFM]1 et des extraits de lait

Les mémes étapes suivies dans la partie CCM des standards de la marque Bio-Shield
ont été appliquées dans cette partie (voir annexe 3), avec un changement au niveau de la 3%
étape :

-Dépdts des standards et extraits du lait

Tableau 3. Volumes des extraits de lait et standards d'’AFM1 déposés sur les plaques CCM.

Plaque Extraits du lait Standards d’AFM1
1 20 plde I’Ex 3uldus
20 plde I’Ex 1plduS
2 20 plde I’Es
20 plde I’Eq4

E1 : extrait du lait Nursie, E3: extrait du lait Biomil, E4 : extrait du lait France lait, S : standard
d’AFMI 15 ppt.

3.2.2.5. Détection d’AFM1 dans le lait

L’absence des résultats nous ont contraints a compléter ce travail par des résultats
extraits des articles de recherche traitant la détection d’aflatoxine M1 dans le lait infantile et

dans le lait en poudre (voir annexe 4).
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4.1. CCM des standards d’AFM1

La chromatographie sur couche mince est une ancienne méthode sélective et rapide
utilisée pour la séparation, I’évaluation de pureté et 1’identification des composés organiques
(Igbal et al., 2015 ; Campagnollo et al., 2016). Cette méthode a été appliquée sur les standards
d’AFMI1 de la marque Bio-Shield pour verifier leur efficacité.

Apreés la révélation des plaques qui a été effectuée dans la chambre noire pour CCM ;
les profils chromatographique obtenus sous lampe UV a la longueur d’onde 365 nm sont

regroupés dans la figure ci-dessous.

Figure 6. CCM des standards d'AFM1.

Les chiffres 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7 référent respectivement aux concentrations 5, 10, 25,
50, 100, 250 et 1000 ppt des standards d’AFM1.

La révélation des 3 plaques a montré tous les standards d’AFM1 sous forme de spots
émettant une fluorescence bleue-violette d’une intensité différente dans chaque concentration
et qui non pas migré a travers les plaques ; ils sont restés dans la ligne de dépdt (la ligne

tracée dans la partie inférieure de chaque plague).

Les standards d’AFM1 qui ont une concentration de 25 et 1000 ppt ont subit une 2eme
CCM. Les mémes résultats obtenus par la CCM précédente ont été obtenus dans celle-ci (fig.
7).
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Figure 7. CCM des standards d'AFM1.

Les résultats obtenus par la 1°¢ et 2°™ CCM ont permis de conclure que tous les
standards d’AFM1 sont défaillants et ne peuvent pas €tre utilisés dans la détection d’AFM1
dans nos échantillons. Cela est peut étre d a une mauvaise conservation des standards étant
donné que ces derniers nécessitent un stockage dans I’obscurité a une température de 2 a 8 °C,

afin d’empécher toute dégradation de la molécule d’AFMI.

4.2. Extraction liquide-liquide du lait infantile

L’extraction liquide-liquide du lait infantile reconstitué a été effectuée en suivant la
méthode de Stubblefield (1986) et qui consiste a utiliser le chloroforme comme solvant
organique d’extraction. Le tableau 4 regroupe les volumes des phases organiques récupérés

par cette extraction.

Tableau 4. Volumes des phases organiques récupérés par l'extraction.

Marque de lait Volume récupéré Code
Nursie confort 71 ml El
Aptajunior 60 ml E2
Biomil 77 ml E3
France lait confort 80 ml E4
Gloria junior 65 ml ES
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Rahmani et al. (2009) expliquent que dans I’étape d’extraction 1’aflatoxine M1 et tous
les composes, ayant des propriétés similaires, vont migrer vers le solvant d’extraction jusqu’a
I’équilibre soit établi. De cette facon, le composé souhaité peut étre concentré dans le solvant

et les interférences peuvent étre éliminées.

4.3. CCM des standards d’AFM1 et extraits du lait

Les résultats obtenus par la CCM précédente sont considérés comme non satisfaisants ;
d’autres standards d’AFM1 qui ont été fourni gracieusement par Mme. Redouane-Salah Sara

ont éte également testés avec les extraits 1,3 et 4 du lait (fig. 8).

Les profils chromatographique obtenus par la révélation des plaques sous lampe UV a la
longueur d’onde 365 nm ne montrent aucune fluorescence bleu-violette qui caractérise
I’AFMI ni au niveau des emplacements des standards d’AFMI1 ni au niveau de la zone de

migration sur les 2 plaques.

Figure 8. CCM des standards d'AFM1.

Les lettres S, E1, E3 et E4 référent respectivement au standard d’AFM1 (15 ppt), extrait
de lait 1, extrait de lait 3 et extrait de lait 4.
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Dans les 2 plaques une légere fluorescence émise par 2 spots qui ont migrés de 1’extrait
de lait E1 (extrait de lait Nursie confort) a été observée, 1’origine de cette fluorescence reste a
confirmer parce qu’il n’y a pas de standards de référence qui permettent I’identification des

molécules responsables de cette fluorescence vue que les standards utilisée sont défaillants.

4.4, Détection d’AFM1 dans le lait

La consommation de lait et des produits laitiers par la population humaine est assez
élevée, notamment chez les nourrissons et les jeunes enfants ; la présence possible d’AFMI1
dans le lait et les produits laitiers est une préoccupation mondiale en raison de ses
implications négatives pour la santé des consommateurs (Rastogi et al., 2004 ; Zinedine et al.,
2007 ; Redouane-salah et al., 2015).

Théoriquement, si la partie experimentale ait été achevée nous aurions été face a 3
résultats possibles : soit I’AFMI1 n’aura pas été détecté dans nos échantillons, soit elle aura été
détectée mais les concentrations n’auront pas dépassées le niveau légal maximal fixeé par
I’union européenne ou bien elles auront dépassées ce niveau. Ces mémes possibilités ont éte

démontrées dans beaucoup d’études menées dans différents pays du monde.

4.4.1. Détection d’AFM1 dans le lait infantile

Les nourrissons sont les principaux consommateurs de lait et aussi le groupe le plus
vulnérable de la population, ce qui les rend plus sensibles aux effets indésirables de I'AFML1,

en particulier au cancer du foie. (Awaisheh et al., 2019).

L'AFM1 est considérée depuis longtemps une préoccupation en matiere de nutrition
infantile (Gomez -Arranz et Navarro-Blasco, 2010) ; les nombreux chercheurs qui ont menés
des études sur cette aflatoxine dans le lait infantile ont trouvés des résultats avec des
variations remarquables, contrairement a 1’Algérie oU aucune étude sur ce sujet n’a été

réalisée jusqu’a notre connaissance.

Dans une étude menée en Espagne, I'occurrence d’AFM1 a été évaluée dans 69
marques de lait infantile dont 24 marques de lait sous forme de poudre destinées aux nouveau-

nés prématurés et nourrissons du 1 jour jusqu’a 4 a 6 mois (tab. 5).

17



Chapitre 4 Résultats et discussions

Tableau 5. Concentrations d'’AFM1 dans le lait infantile (Gomez-Arranz et Navarro-Blasco,

2010).
Lait infantile Nombre Echantillons Echantillons Concentrations
d’échantillons négatifs positifs d’AFMI (ng/kg)
Prématuré 7 6 1 0.6
1% &ge (0-6 17 11 6 (0.6-3.0)
mois)
Totale 24 17 7 (0.6-3.0)

Les résultats ont montrés que ’AFM1 a été détecté dans 7 échantillons avec des
concentrations qui varient de 0.6 jusqu’a 3 ng/kg ; les concentrations d’AFM1 les plus ¢levées
ont été observées dans les marques de lait destinées aux nourrissons de 0 jusqu’a 6 mois avec

une valeur qui a atteint 3 ng/kg.

Des concentrations d’AFM1 plus élevées et qui varient entre 1 a 14 ng/kg ont été
détectées dans les travaux menés par Oveisi et ses collaborateurs (2007) dans 116 marques de

lait infantile commercialisées en Iran (tab. 6).

Tableau 6. Concentrations d’/AFM1 dans le lait infantile (Oveisi et al., 2007).

Nombre Echantillons positifs Concentrations
d’échantillons d’AFMI1 (ng/kg)
Lait infantile
120 116 (1-14)

Globalement, les concentrations d’AFM1 enregistrées dans les 2 études précédentes ne
dépassent pas les limites d’AFMI1 fixées par les réglements de la commission européenne

tolérant 25 ng/kg pour le lait infantile (EC, 2010).

Gomez-Arranz et Navarro-Blasco (2010) ont associ¢ 1’occurrence modérée d’AFM1
dans les 7 échantillons positifs et le nombre élevé d’échantillons non contaminés par I’AFM1

au processus de fabrication et manipulation du lait.
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Il est bien connu que ’aflatoxine M1 dans le lait est principalement associée par des
liaisons hydrophobes aux caséines et de ce fait le traitement thermique appliqué durant le
processus de séchage du lait bovin en lait infantile en poudre provoque des changements dans
I’interaction entre I’AFMI1 et les caséines ce qui conduit a la dissociation d’AFM1 de ces
protéines (Deveci et Sezgin, 2006 ; Gomez-Arranz et Navarro-Blasco, 2010 ; Campagnollo et
al., 2016).

Pradini et ses collégues (2009) considerent le séchage de lait comme étant un facteur qui
peut provoquer la séparation d’AFM1 des autres composants du lait, cette séparation rend

cette toxine plus sensible a I’O2 et a la lumiere.

Oveisi et son équipe (2007) dans leur étude ont associés leurs résultats de la
contamination du lait infantile par ’AFM1 a I’utilisation des fourrages contaminés par

I’AFB1 dans I’alimentation des bovins iraniens.

Il en résulte de I’exposition des bovins a I’AFB1 via les fourrages contaminés un lait
contaminé par I’AFM1 ; cette mycotoxine restera stable pendant le stockage et la

transformation du lait (Rastogi et al., 2004 ; Ismaiel et al., 2020).

Les concentrations d’AFM1 dans le lait infantile ne sont pas toujours modérées car de
nombreuses études reéalisées dans plusieurs pays ont détectées des concentrations élevees
d’AFM1 qui ont dépassées la limite fixée par les reglements de la commission européenne
(tab. 7).

Tableau 7. Concentrations d'’AFM1 dans le lait infantile.

Pays Nombre Nombre Nombre Concentrations | Références
d’échantillons | d’échantillons | d’échantillons d’AFM1
négatifs positifs
Italie 92 42 50 <1-79.6 (Galvano et
ng/kg al., 2001)
20 - 20 16.55-154.14 (Omar.,
ng/kg 2016)
Jordanie
120 62 58 <5-213.84 (Awaisheh
ng/kg etal.,
2019)
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Mexique 55 44 11 0-450 (Quevedo-
ng/l Garza et
al., 2020)

Les résultats regroupés dans le tableau 7 montrent que Galvano et son équipe (2001)
dans leurs travaux menés en Italie ont détectés des concentrations élevées d’AFM1 dans 50

marques de lait infantile ou la concentration maximale a atteint 79.6 ng/kg.

Les résultats précédents étaient inférieurs a ceux obtenus par Omar (2016) qui a réalisé
que sur les 20 échantillons de lait infantile commercialisé en Jordanie qui I’a étudié étaient

contaminés par ’AFM1 a des concentrations de 16.55 jusqu’a 154.14 ng/kg.

En accord mais supérieur a Omar (2016) ; Awaisheh et al. (2019) dans leur étude
réalisée en Jordanie ont rapportés des concentrations d’AFMI1 plus élevées dans 58 marques

de lait infantile, les concentrations ont atteint 213.84 ng/kg.

L’étude récente de Quevedo-Garza et al. (2020) a pu enregistrées les concentrations
d’AFM1 les plus élevées par rapport aux 3 études précédentes avec une concentration

maximale de 450 ng/l.

En se référant aux limites d’AFM1 fixées par les réglements de la commission
européenne (EC, 2010), il a été remarqué que tous les résultats de ces études dépassaient la

concentration de 25 ng d’AFM1 par kg de lait infantile.

Les résultats obtenus dans ces 4 études ont enregistrées des concentrations élevées
d’AFM1 qui varient considérablement d’une étude a une autre mais la cause de ces

contaminations ¢levées n’a pas été précisée dans les études.

Selon Galvano et ses collaborateurs (1996) la comparaison des résultats de la
contamination par l'aflatoxine M1 issus de plusieurs études est assez difficile en raison des
grandes différences propres a chaque pays de par l'alimentation, les facteurs animaux et
environnementaux ainsi que les procédures d'extraction et d'analyse, mais généralement les
contaminations élevées du lait infantile par I’AFM1 est d0 principalement & la consommation
des bovins des aliments hautement contaminés par AFB1 (Rastogi et al., 2004 ; Igbal et al.,
2015).
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La comparaison des résultats de Galvano et al. (2001), Omar (2016), Awaisheh et al.
(2019), Quevedo-Garza et al. ( 2020) avec celle de Gomez-Arranz et Navarro-Blasco (2010)
montre bien que le processus de séchage du lait n’est pas toujours un facteur influant sur la
contamination d’AFM1 dans les 4 premiéres études vue que les concentrations enregistrées
d’AFMI ont été élevées ; en relation avec ces études précédentes Mohammadi (2011) a
prouvé que la destruction de 'AFM1 durant le processus de séchage de lait dépend de la

combinaison du temps et de la température du traitement thermique appliqué.

4.4.2. Détection d’AFM1 dans le lait en poudre

En plus de I'occurrence d’aflatoxine M1 dans le lait infantile, I’occurrence de cette
mycotoxine dans le lait en poudre commercialisé représente un enjeu important pour les
personnes qui consomment ce produit quotidiennement (Elkak et al., 2012 ; Elsayed et Abd
El-Fatah, 2015).

La présence d'AFML1 dans le lait en poudre a été largement rapportée dans différents
pays, notamment 1’Algérie (Redouane-Salah et al., 2015), Brésil (Gongalves et al., 2018),
Jordanie (Omar, 2016), Lebanon (Assem et Mohamad, 2011), Maroc (Alahlah et al., 2020),
Soudan (Ali et al., 2014) et la Syrie (Ghanem et Orfi, 2009) ; les résultats obtenus dans ces

études ont été regroupés dans le tableau suivant.

Tableau 8. Concentrations d’AFM1 dans le lait en poudre issues de 6 études.

Pays Nombre Echantillons Concentrations Références
d’échantillons positifs d’AFM1
3 9-20 ng/l
(Redouane-Salah et al.,
Algérie 14 2015
g 1 103 ng/l )
Brésil 10 6 88-2800 ng/kg (Gongalves et al.,
2018)
Jordanie 15 15 18-288.68 ng/kg (Omar, 2016)
Lebanon 14 5 9.18-16.5 ng/l (Assem et Mohamad,
2011)
Maroc 7 7 15.2-39.9 ng/l (Alahlah et al., 2020)
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Soudan 12 12 10-850 ng/kg (Alietal., 2014)

Syrie 8 1 12 ng/l (Ghanem et Orfi, 2009)

Les résultats illustrés dans le tableau 8 montrent qu’il y a des différences notables dans

les niveaux de contamination d'’AFM1 dans le lait en poudre rapportées par ces études.

Dans la seule étude réalisée en Algérie sur la détection d’AFM1 dans le lait en poudre,
4 marques de lait ont été trouvées contaminées avec des valeurs qui varient de 9 jusqu’a 103
ng/l ; dans cette étude 3 concentrations d’AFM1 non pas dépassées les réglements de la
commission européenne tolérant 50 ng/l, tandis qu’une concentration détectée dans une
marque de lait importée d’Argentine 1’a dépassée ; il est a mentionner qu’aucune limite
maximale autorisée d'AFM1 dans le lait n'a été établie en Algérie jusqu’a présent, et ceci
suivant notre propre régime alimentaire (Redouane-Salah et al., 2015 ; Mohammedi-Ameur et
al., 2020).

Dans la récente étude de Alahlah et ses collaborateurs (2020), réalisée au Maroc, les
niveaux de contamination par 1’aflatoxine M1 qui ont été détectés dans les 7 marques de lait
en poudre fabriquées localement et qui varient de 15.2 jusqu'a 39.9 ng/l n’ont dépassés ni la

limite européenne ni la limite de la réglementation nationale tolérant 50 ng/I.

Selon Alahlah et al. (2020) le nombre ¢élevé d’échantillons contaminés par I’AFMI1 est
probablement da a la réduction de la quantité d’eau durant la transformation du lait liquide en
lait en poudre ; ce processus conduit a une forte augmentation de la concentration d'AFM1,

car cette derniére molécule est fortement liée a la caséine.

Cependant, les valeurs d’AFM 1 rapportées dans les deux études précédentes étaient plus
élevées par rapport a ceux de Ghanem et Orfi (2009) et Assem et Mohamad (2011) qui ont
détectés respectivement des concentrations d’AFM1 plus faibles de 12 ng/l et de 9.18 jusqu’a
16.5 ng/l ; les résultats de ces études montrent que les contaminations par cette toxine sont
modérées et ne dépassent pas la limite fixée par la commission européenne ; de plus la
concentration enregistrée dans 1’étude de Ghanem et Orfi (2009) réalisée en Syrie ne dépasse

pas la limite nationale autorisée d’AFM1 a tolérance de 50 ng/l.
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La faible contamination enregistrée dans I’étude de Ghanem et Orfi (2009) peut étre
expliquée par le fait que le lait en poudre en Syrie est principalement importé des pays
européens et ces derniers appliquent un niveau de tolérance maximal stricte d’AFM1 dans le

lait en poudre (50 ng/l).

Globalement, les résultats des 4 études précédentes sont tolérables et non pas dépassées
la limite de la commission européenne ainsi que les limites nationales néanmoins, cela
n’empéche pas la présence de risques majeurs pour la santé des consommateurs Algériens,
Marocains, Libanais et Syriens car selon Galvano et al. (1996) et Elsayed et Abd El-Fatah
(2015) méme si les niveaux d’AFM1 sont dans les limites réglementaires, cela ne peut pas
empécher I'effet chronique des aflatoxines, principalement l'effet cancérigéne, en raison d'une
exposition prolongée a de faibles niveaux ; cet effet cancérigene des aflatoxines M1 est
influencé par la durée et le niveau d’exposition (Elkak et al., 2012).

Contrairement aux études précédentes, des travaux menés au Soudan, Jordanie et Brésil

ont pu détectés des concentrations tres €élevées d’AFM1 dans leurs échantillons.

Omar (2016) a détecté des niveaux de contamination dans les 15 échantillons qui I’a
testé et qui varient de 18 jusqu’a 288.68 ng d’AFM1 par kg de lait en poudre, ces valeurs ont
dépassées les limites d’AFM1 fixées par les réglements de la commission européenne, le
Codex Alimentarius tolérants 50 ng/kg ; néanmoins ils non pas dépassées la valeur limite (500

ng/kg) acceptée par la réglementation des Etats Unis.

Des concentrations d’AFMI1 plus élevées par rapport a ceux de Omar (2016) ont été
enregistrées dans les travaux de Ali et ses collaborateurs (2014) qui ont trouvés les 12
échantillons analysés contaminés par cette mycotoxine avec des concentrations de 10 jusqu’a
850 ng/kg dépassants les limites de la commission européenne, le Codex Alimentarius ainsi

que la concentration limite d’AFM1 fixée par la réglementation des Etats Unis.

Les résultats de la détection quantitative de 1’aflatoxine M1 obtenus par Gongalves et
son équipe (2018) ont révélés 6 marques de lait en poudre contaminées a des valeurs qui
varient de 88 jusqu’a 2800 ng/kg, ces niveaux de contaminations par I’AFM1 trés élevées ont
dépassées les valeurs fixées par la commission européenne ainsi que la réglementation des

Etats Unis (500 ng/kg), réglementation adoptée aussi par le Brésil.

Les niveaux de contamination trop élevés obtenus dans les 3 études précédentes peuvent
étre associés principalement a l'utilisation du lait liquide déja contaminé par des quantités

¢élevées d’AFM1.
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Chapitre 4 Résultats et discussions

Ce derniers apparait dans le lait suite a I’ingestion des fourrages contaminés par ’AFB1
par les bovins laitiers, cette contamination par I’AFB1 peut étre causée par plusieurs facteurs
propres a chaque pays, notamment les conditions météorologiques, et de stockage des
fourrages ; par conséquent I’aflatoxine M1 va se présenter dans tous les produits fabriqués
avec ce lait contaminé et vue que le processus de pasteurisation du lait ne détruit pas cette
toxine cela provoque son transfert dans le lait en poudre (Prandini et al., 2009 ; Elkak et al.,
2012 ; Durate et al., 2013 ; Gongalves et al., 2018).

Le lait sans aflatoxine est considéré comme souhaitable, mais il n'est pas facile
datteindre cet idéal. Toutefois, tous les pays acceptent la contamination du lait par cette
toxine, a condition que les quantités d’AFM1 soient limitées au niveau le plus bas possible ;
néanmoins 1’observation des concentrations d’AFM1 détectées dans les 3 études précédentes
a montré que les niveaux de contamination était trop élevées ce qui peut augmenter les risques
de développer un cancer du foie, I’hépatite, la jaunisse et la cirrhose pour les consommateurs
(Tajkarimi et al., 2007 ; Elkak et al., 2012 ; Davoodi et al., 2013).
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Conclusion

Conclusion

La consommation du lait en poudre et du lait infantile contaminés par 'AFM1 peut
avoir un impact négatif sur la santé des consommateurs, en particulier pour les nourrissons et
les enfants qui sont plus exposés a l'ingestion de cette toxine, car le lait est le principal

constituant de leur alimentation.

Notre travail est réalisé dans I’objectif de présenter des résultats issus de plusieurs
travaux de recherche traitant de la détection et de la quantification d’AFM1 dans le lait
infantile et dans le lait en poudre, ainsi qu’a comparer les concentrations enregistrées avec les
valeurs maximales d’AFM1 fixées par les réglementations afin de pouvoir donner un apercu
général sur les variations de concentrations de cette toxine dans le lait infantile et le lait en

poudre.

Les réglementations gouvernementales dans le monde concernant les limites d’AFM1
different les unes des autres, la concentration la plus basse d'AFM1 a été approuvée par
I'Union européenne (UE) et le Codex Alimentarius, fixant un niveau maximal admissible de

50 ng/kg dans le lait séchés et 25 ng/kg pour le lait infantile.

La comparaison des concentrations d’AFM1 dans le lait infantile et dans le lait en
poudre issus des études sélectionnées dans notre travail avec les limites d’AFM1 fixées par
les réglementations européennes et le Codex Alimentarius a pu révéler des variations notables
dans les valeurs enregistrées d’AFMI1 ; plusieurs travaux ont détectés des concentrations
faibles et modérées et qui n’ont pas dépassées les limites de 25 ng/kg pour le lait infantile et
50 ng/kg pour le lait en poudre, a I’inverse d’autres études, ou des valeurs d’AFM1 trop
élevées et qui ont dépassee les valeurs maximales fixées par les réglementations européennes
et onusien du codex alimentarius et/ou les limites d’AFM1 fixées par les Etats Unis ont été

détectées.

Les taux faibles et les taux élevés des contaminations du lait infantile et du lait séché
enregistrés dans ces études sont dus principalement a I’'utilisation du lait de vache plus ou
moins contaminé par I’aflatoxine M1. Cette toxine est tres stable a la chaleur et de ce fait le

traitement du lait tel que la pasteurisation et le séchage ne peuvent pas la détruire totalement.
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Conclusion

Les concentrations faibles et les concentrations élevées d’AFM1 détectées dans ces
études présentent un risque particulier pour la santé humaine due a leur intoxication aigue et

chronique.

La recherche et la quantification de l’aflatoxine M1 dans le lait est d’'une grande
importance dans 1’évaluation de l'exposition a l'aflatoxine M1 chez les humains, ainsi que
dans le contréle des contaminations par cette mycotoxine, cependant elle ne représente qu’une
étape préliminaire dans le contrble de cette toxine ; néanmoins de nombreux travaux

s’imposent :
-Rechercher régulierement et controler I’AFB1 dans les fourrages des vaches bovins.

-Rechercher et quantifier I’AFM1 dans le lait cru destiné & la fabrication du lait en

poudre, pasteurisé et UHT en Algérie.

-Etablir une réglementation nationale pour les limites maximale d’AFM1 dans le lait et

ses dérivés.
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Annexes

Annexe 1. Préparation de la solution de chlorure de sodium saturée (Stubblefield,
1986)

La solution a été préparée en ajoutant, par intermittence, 10 g de chlorure de sodium a
50 ml d’eau distillée sous agitation, puis le volume est complété a 100 ml, ensuite la

solution a subit une agitation de 10 minutes.

Annexe 2. Appareillages et matériels chimiques utilisés lors d’extraction

Tableau 1. Appareillages et matériels chimiques utilisés lors d'extraction

Appareillages Matériels chimiques
Agitateur magnétique (FALC F30) Chloroforme (Sigma-Aldrich)
Ampoule a décanter (250 ml) Solution de chlorure de sodium saturé
Balance normale (OHAUS Scout SE) Sulfate de sodium anhydre (Biochem)

Annexe 3. Appareillages et matériels chimiques utilisés lors des CCM
Matériels chimiques :

-Acétone, chloroforme, isopropanol (Sigma-Aldrich).

-Plagues CCM gel de silice 60 Fzss 20x20 cm (Merck).

-Standards d’aflatoxine M1 (Bio-Shield).

-Standard d’aflatoxine M1.

Appareillages :

-Chambre noire pour CCM a lampe UV (Vilber Lourmat modele CN-15).
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Résumé :

Notre étude s’articule autour de deux axes dont le premier est consacré a la présentation des
concentrations d’AFM1 dans le lait infantile et dans le lait en poudre résultantes de travaux de recherche, le
second concerne, la comparaison de ces résultats avec les limites d’AFM1 fixées par les réglementations de
la commission européenne, du Codex Alimentarius et des Etats Unis. Pour cela des résultats ont été extraites
de 26 articles traitant de I’AFM1, les concentrations de cette toxine enregistrées dans 11 de ces articles ont
été comparées avec les valeurs limites d’AFM1. La comparaison des concentrations a pu révélée des
différences notables ou des concentrations faibles d’AFM1 dans le lait infantile et dans le lait en poudre
n’ont pas dépassées les valeurs limites, tandis que d’autres études ont pu détectées des concentrations trop

élevées d’AFM1 dans les 2 types de lait.

Mots clés : AFML, lait infantile, lait en poudre, réglementations européenne, Codex Alimentarius,

réglementation des Etats Unis.

Abstract :

Our study relay on two axes, firstly is to present AFM1’s concentrations in infant milk and powdered
milk resulting from research works, secondly it concerns the comparison of these results with the AFM1
limits set by the European Commission regulations, the Codex Alimentarius and the regulations of the United
States. Results were extracted from 26 articles dealing with AFM1, the concentrations of this toxin recorded
in 11 of these articles were compared with the limit values of AFM1. Comparison of the concentrations has
revealed notable differences were low concentrations of AFM1 in infant milk and powdered milk did not
exceed the limit values, while other studies have detected excessively high concentrations of AFM1 in both

types of milk.

Key words : AFM1, infant milk, powdered milk, European regulations, Codex Alimentarius, United

States regulations.
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