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AVIS

de I’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
relatif a une demande d'évaluation du rapport d'évaluation initiale des
autorités néerlandaises concernant la mise sur le marché d'un nouvel
ingrédient alimentaire : lactoferrine bovine

1. RAPPEL DE LA SAISINE

L’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (Afssa) a été saisie le 16 avril 2010 par la
Direction générale de la concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes d’une
demande d'évaluation du rapport d'évaluation initiale des autorités néerlandaises concernant la
mise sur le marché d'un nouvel ingrédient alimentaire : la lactoferrine bovine.

2. CONTEXTE

La lactoferrine bovine a fait 'objet d’'une demande de mise sur le marché auprés des autorités
néerlandaises au titre du réeglement CE n°258/97 relatif aux nouveaux aliments et aux nouveaux
ingrédients alimentaires. Le pétitionnaire souhaite introduire la lactoferrine bovine purifiée a partir
de lait de vache dans une gamme de produits (produits laitiers, denrées alimentaires destinées a
des populations particulieres, etc.) en tant qu’ingrédient. Le rapport d’évaluation initiale établi par
les autorités néerlandaises est soumis a I'Afssa pour observations ou objections éventuelles.

Selon le pétitionnaire, ce nouvel ingrédient (NI) peut étre classé dans la catégorie e) définie a
l'article 1, paragraphe 2 dudit réglement, regroupant «les aliments et ingrédients alimentaires
composés de végétaux ou isolés a partir de ceux-ci et les ingrédients alimentaires isolés a partir
d’animaux [...] ».

Le pétitionnaire considere que le NI appartient a la classe 2.1 définie dans la Recommandation
97/618 de la Commission européenne regroupant les nouveaux aliments et nouveaux ingrédients
complexes non génétiquement modifiés.

Le comité néerlandais note que le NI pourrait également appartenir a la classe 1.1 regroupant les
produits chimiques purs ou mélanges simples issus de sources non génétiquement modifiges.
Cela est toutefois sans conséquences dans la mesure ou la méme procédure d’évaluation
s’applique dans les 2 cas.

Cette classification ne souleve pas de remarque de la part de I’Afssa. L’Afssa note que dans
I’'Unione européenne, la lactoferrine est autorisée dans les compléments alimentaires. Le
statut GRAS a été accordeé a la lactoferrine bovine en 2001 par la FDA. En 2008, I’Afssa a
rendu un avis relatif a I’évaluation du rapport initial des autorités belges concernant la mise
sur le marché de lactoferrine bovine sur la base de I'équivalence substantielle avec la
lactoferrine présente dans le lait de vache. La procédure d’évaluation européenne relative a
ce nouvel ingrédient n’a pas encore abouti.
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3. METHODE D’EXPERTISE

L'expertise collective a été réalisée par les Comités d’experts spécialisés (CES) « Nutrition
humaine » et « Additifs, arébmes et auxiliaires technologiques » réunis respectivement le 6 mai
2010 et le 20 mai 2010.

4. ARGUMENTAIRE

L’argumentaire de I'Afssa est fondé sur les avis des Comités d’experts spécialisés (CES)
« Nutrition humaine » et « Additifs, arbmes et auxiliaires technologiques » dont les éléments sont
présentés ci-dessous :

4.1. Spécification du NI

En ce qui concerne la composition du NI :

La lactoferrine bovine est une protéine composée d’une seule chaine polypeptidique glycosylée
contenant des ponts disulfures. Sa séquence d’acides aminés est connue. Il s’agit d'une
transferrine dont la chaine polypeptidique est bilobée. Chaque lobe présente un site de fixation du
fer, ce qui permet de lier 2 molécules de fer par molécule de protéine. Le pétitionnaire estime que le
produit fini contient habituellement 120 mg de fer/kg de NI.

Le pétitionnaire indique que le NI contient un minimum de 93 % de protéines, la lactoferrine
représentant plus de 95 % de celles-ci. D’autres protéines laitieres sont susceptibles d’étre
présentes dans le produit en faible quantité, notamment de la caséine, de I'a-lactoglobuline et de la
B-lactoglobuline. Le produit ne contient pas plus de 4,5 % d’eau et 1 % de cendres. La teneur en
métaux lourds totaux (cadmium, plomb, arsenic, mercure, cuivre) n'’excéde pas 1 mg/kg de NI.
S’appuyant sur des tests de stabilité réalisés jusqua 6 ans, le pétitionnaire indique que les
caractéristiques chimiques (teneur en protéines, matiere séche et minéraux, pH, capacité a lier le
fer) et microbiologiques (numération bactérienne) du produit sont stables.

Le pétitionnaire fournit les résultats d’analyse de 6 lots de production.

S’appuyant sur ces analyses, le comité néerlandais estime que la composition du NI est constante
dans les différents lots et que celle-ci respecte les valeurs spécifiées par le pétitionnaire. A la
demande du comité néerlandais, le pétitionnaire a fourni des données relatives a la teneur en fer de
différents lots de production. Pour trois lots issus de la période de production 2006-2008, la teneur
en fer était comprise entre 100 et 216 mg/kg ; pour 11 lots de 2009, la teneur en fer était d’environ
140 mg/kg. Le pétitionnaire s’est engagé a spécifier une teneur maximale en fer, qu’il a fixée a 250
mg/kg.

Le comité néerlandais note que le pétitionnaire ne fournit pas de données relatives aux teneurs en
métaux lourds dans les lots testés. S’appuyant sur la comparaison des teneurs maximales
spécifiées par le pétitionnaire aux teneurs maximales admissibles établies pour ces métaux lourds
par linstitut national de santé publique néerlandais (Baars et al., 2001), le comité néerlandais
estime que les limites supérieures spécifieées pour le cadmium (<0,02 mg/kg), le plomb (0,2 mg/kg),
l'arsenic (0,2 mg/kg), le mercure (<0,01 mg/kg) et le cuivre (1,5 mg/kg) sont suffisamment basses.

En conclusion, le comité néerlandais estime que les informations disponibles sur le NI permettent
de juger de sa composition. Celui-ci ne contient pas de contaminants susceptibles d’avoir des effets
indésirables. Le comité néerlandais estime que la stabilité du NI est garantie pour une longue
période.

En accord avec le comité néerlandais, I’Afssa estime que les informations relatives a la
spécification du NI permettent de le caractériser de maniére satisfaisante. La stabilité du
produit est assurée a température ambiante.
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En ce qui concerne la stabilité du NI au cours de son procédé de production ou de celui des
produits dans lesquels il est susceptible d’étre introduit :

Le traitement thermique de la lactoferrine bovine peut modifier I'état natif (structure moléculaire
dans I'espace) de la protéine et les propriétés liées a celui-ci. Le pétitionnaire indique que le degré
de dénaturation dépend de nombreux parametres, dont l'intensité du traitement thermique, le pH et
le degré de saturation en fer. Le pétitionnaire présente les résultats d’études testant la stabilité du
NI lors de son introduction dans certains produits (produits laitiers, préparations pour nourrissons et
préparations de suite, etc.). Le pétitionnaire souligne que les traitements thermiques qu'’il utilise ne
dénaturent pas la lactoferrine bovine.

Le comité néerlandais estime que cette affirmation n’est pas étayée. Il considere en outre que la
lactoferrine dénaturée a, au plus, la méme activité que la lactoferrine native. Ainsi, pour I'évaluation
de la sécurité du NI, le comité néerlandais a considéré que toute la lactoferrine se trouve sous sa
forme native.

L’Afssa note que le pétitionnaire ne justifie pas I'affirmation selon laquelle son procédé de
production ne dénature pas la lactoferrine bovine. Une étude récente a ce sujet (Schwarcz et
al., 2008) montre notamment que la pasteurisation du lait est susceptible d’induire une
modification de la structure tertiaire de la lactoferrine bovine et donc des propriétés liées a
celle-ci. L’Afssa s’interroge sur I’équivalence nutritionnelle entre la lactoferrine bovine native
et la lactoferrine plus ou moins dénaturée.

4.2. Effets du procédé de production appliqué au NI

Le pétitionnaire décrit le procédé de production permettant d’isoler la lactoferrine bovine a partir de
lait ou de produits dérivés du lait de vache comme le lactosérum. Le pétitionnaire indique que la
qualité du lait utilisé pour la production du NI est identique a celle du lait destiné a I'alimentation
humaine. La premiére étape du procédé de production aboutit a l'obtention de lait écrémé
pasteurisé ou de lactosérum, soumis a une microfiltration afin de diminuer la charge microbienne
ainsi que la teneur en matiéres grasses. Une chromatographie par échange d’ions, puis une élution
et une filtration permettent d’isoler la protéine. Le produit ainsi obtenu est séché, tamisé et
conditionné. Les installations sont certifiées ISO 9000:2000 et les procédés de production soumis
aux plans de contréle HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point). Conformément au reglement
CE 853/2004 fixant les reégles spécifiques d’hygiéne applicables aux produits d’origine animale, les
installations ont été agréées pour la production de produits laitiers.

Le comité néerlandais note que le NI est produit selon des techniques communément utilisées dans
l'industrie laitiére. Bien que le dossier du pétitionnaire ne présente aucune donnée relative au
systeme de qualité, le comité néerlandais estime qu’il n’y a aucune raison de douter de la sécurité
du procédé de production.

En accord avec le comité néerlandais, I’Afssa estime que le procédé de production du NI ne

pose pas de problémes sanitaires et respecte la réglementation européenne en matiére
d’hygiéne.

4.3. Utilisation antérieure de I’organisme utilisé comme source du NI

Le NI est obtenu a partir de lait de vache ou de produits dérivés du lait de vache comme le
lactosérum. Le lait de vache utilisé constitue une source tout a fait caractérisée.

Le comité néerlandais estime que les informations fournies par le pétitionnaire sur la source du NI
sont satisfaisantes.

Ce point n’appelle pas de remarque particuliére de la part de I’Afssa.
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4.4, Consommation/Niveau d’utilisation prévus du NI

Le pétitionnaire envisage d’introduire le NI dans une large gamme de catégories de produits, aux
concentrations maximales indiquées dans le tableau 1 ci-dessous :

Catégories de produits Concentration maximale
en lactoferrine bovine
(mg/1009)

Nutrition infantile — Préparations pour nourrissons et préparations de suite 100
Nutrition infantile — Laits de croissance 200
Nutrition infantile — Aliments de sevrage 667
Addfms* — Formules liquides et en poudre 125

Addfms — Nutrition entérale et parentérale 50

Addfms — Autres 800

Nutrition du sportif — Formules liquides et en poudre 303

Nutrition du sportif — Barres énergétiques 4000
Boissons sans alcool 120
Gateaux et patisseries 1000
Produits fromagers 2000

Lait et produits laitiers 200

En-cas 1200
Confiseries 750

Tableau 1 : Catégories de produits et taux d’enrichissements maximaux envisagés par le pétitionnaire
* Addfms : aliments diététiques destinés a des fins médicales spéciales

Afin d’estimer les apports en lactoferrine bovine, le pétitionnaire a supposé que les produits des
catégories mentionnées dans le tableau 1 ci-dessus étaient enrichis a la concentration maximale
envisagée. Une liste détaillée des produits de chaque catégorie dans lesquels le pétitionnaire
envisage d’'introduire le NI figure dans le dossier du pétitionnaire (Appendice A, Annexe A1).

En ce qui concerne I'estimation des apports de NI pour la population générale :

L’estimation des apports en lactoferrine via la consommation de produits dans lesquels le
pétitionnaire envisage son utilisation est fondée sur les données de consommations individuelles
(1997-1998) collectées dans la 3°™ étude nationale néerlandaise des consommations alimentaires
(Dutch National Food Consumption Survey, DNFCS), conduite en 1997-1998. Cette étude n’a pas
évalué les consommations alimentaires des enfants de moins de 1 an. Ce cas sera donc traité
séparément.

L’apport moyen de lactoferrine a été estimé pour tous les individus de I'échantillon, incluant les non
consommateurs (les résultats portant sur les seuls consommateurs s’avérant similaires).

En considérant le taux maximal d’incorporation du NI dans les vecteurs envisagés par le
pétitionnaire, les niveaux d’exposition atteints sont indiqués dans le tableau 2 ci-dessous :

Moyenne (mg/j) P 95 (mg/j) P 97,5 (mg/j)
Moyenne (mg/kg pc*/j) P 95 (mg/kg pc/j) P 97,5 (mg/kg pc/j)
Population totale 1531,4 3035,7 3568
31,7 130,9 135,1
Enfants de 1 a 3 ans 1670,6 2709,4 2898,3
124 202,7 224,7
Garconsde 4 a9 ans 1876,6 3111,3 3567,1
80,4 138,8 165,4
Filles de 4 2 9 ans 1723 2756,3 3012,8
75,6 125,0 152,2
Gargons de 10 a 18 ans 2330,8 4202 4872
45,8 88,3 123,3
Filles de 10 a 18 ans 2000,2 3381,8 3771,4
40,8 75,0 93,1
Hommes de plus de 19 ans 1423,1 2930,4 3568
17,9 37,3 42,9
Femmes de plus de 19 ans 1378,6 2796,6 3297
20,1 41,4 48,4
Femmes enceintes 1845,4 - -
25

Tableau 2 : Expositions moyennes, au 95°™ et au 97,5°™ percentile au NI de la population néerlandaise d’aprés
I’étude DNFCS 3. L’échantillon de femmes enceintes n’étant composé que de 50 individus, les expositions des
percentiles les plus élevés n’ont pu étre calculées pour cette population.

* pc : poids corporel
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L’apport moyen pour la population totale est de 1,5 g/j. Il atteint respectivement 2,0 et 2,3 g/j chez
les filles et les garcons de 10 & 18 ans. La consommation au 97,5°™ percentile atteint 4,8 g/j chez
ces derniers.

En ce qui concerne I'apport par kg de poids corporel (kg pc), 'apport moyen est estimé a 31,7
mg/kg pc/j. Il atteint 124 mg/kg pc/j chez les enfants de 1 a 3 ans. La consommation au 97,5°™
percentile atteint 225 mg/kg pc/j chez ces derniers.

Les contributions respectives des produits laitiers, des boissons sans alcool, des gateaux et
patisseries a I'apport en lactoferrine sont respectivement de 48 %, 22 %, et 15 %, entrainant une
contribution cumulée de 84%.

En ce qui concerne l'estimation des apports de NI pour les nourrissons (0-1 an) :

Pour les nourrissons de 0 a 6 mois, le pétitionnaire a estimé la consommation de préparation pour
nourrissons a environ 1,2 litre par jour (s’appuyant sur les recommandations en matiére de nutrition
pédiatrique), ce qui correspond a un apport de lactoferrine de 1,2 g par jour (le pétitionnaire ayant
estimé la concentration en lactoferrine de la préparation pour nourrissons a environ 100 mg par
litre).

Pour les nourrissons de plus de 6 mois, le pétitionnaire s’est appuyé sur les résultats d’'une étude
des consommations alimentaires réalisée pendant 2 jours auprés de 941 enfants néerlandais.
Seuls les résultats portant sur les nourrissons de 8 a 10 mois ont été utilisés, indiquant une
consommation moyenne de 608 g de lait et produits laitiers par jour et de 189 g/j d’aliments de
diversification (petits pots pour bébé, etc.). Le pétitionnaire en déduit un apport moyen en
lactoferrine bovine de 1868 mgy/j.

Considérant un poids de respectivement 5,8 kg et 9,7 kg pour des nourrissons de 5 et 11 mois
(Efsa, 2008b), le pétitionnaire estime que I'apport en lactoferrine augmente de 207 a 214 mg/kg de
poids corporel/j pendant la premiére année de vie.

Le comité néerlandais souligne que le pétitionnaire a mené une étude satisfaisante des estimations
des apports en lactoferrine. Il considéere que les estimations obtenues sont tres certainement
supérieures aux apports qui seront réellement observés, compte tenu de I'hypothése maximaliste
retenue. Toutefois, il est possible que les usages de la lactoferrine ou la consommation des
vecteurs envisagés puissent étre étendus ou augmenter au cours du temps. Les données de
consommations utilisées datant de 1997-1998, le comité néerlandais s’interroge sur la pertinence
d’une extrapolation des résultats obtenus a la population néerlandaise actuelle.

Par ailleurs, le comité néerlandais estime que le pétitionnaire ne précise pas dans quelle mesure
les données de consommation retenues sont représentatives des consommations des autres états
européens. Il souligne notamment les différences importantes de consommations de produits
laitiers entre les différents états membres (cf. tableau 2.1 de 'annexe A du dossier du pétitionnaire,
Efsa 2008).

En outre, le comité néerlandais considéere qu’une estimation de I'exposition a la lactoferrine bovine
via la consommation de compléments alimentaires serait hautement pertinente pour I'évaluation de
la sécurité d'utilisation. En réponse a une demande formulée par le comité néerlandais, et en
s’appuyant sur les données de vente d’'un complément alimentaire contenant de la lactoferrine
bovine qu’il commercialise, le pétitionnaire a estimé a 160 mg I'apport quotidien de lactoferrine chez
des adolescents utilisant le complément alimentaire pour des problémes de peau, soit 3 a 4 mg/kg
pc/j, ce qui contribue relativement peu a l'apport total (apport moyen de 10 a 18 ans via le NI : 40 a
45 mg/kg pc/j). Toutefois, le comité néerlandais note que le niveau d'utilisation actuelle de
compléments alimentaires a base de lactoferrine bovine des différents fabricants n’est pas connu.

L’Afssa note que le nombre de produits susceptibles d’étre enrichis est tres élevé. Pres de
500 sont indiqués dans I'annexe A du dossier du pétitionnaire.

L’Afssa confirme les variations importantes de consommations alimentaires entre les
différents pays européens. En France, des différences importantes sont constatées
notamment pour les produits laitiers et les boissons rafraichissantes sans alcool'. Les
données de consommations moyennes pour différentes catégories d’aliments dans les pays

' La consommation moyenne de lait et de produits laitiers en France est estimée a 206 g/j (Afssa 2009), contre 388
g/j aux Pays-Bas (Efsa, 2008). La consommation de boissons rafraichissantes sans alcool est estimée a 158 g/j en

France, contre 254 g/j aux Pays-Bas.
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européens (Efsa, 2008) indiquent des consommations de produits laitiers trés supérieures a
celle des Pays-bas (388 g/j) en Finlande, en Islande et en Norvege (respectivement 437, 442
et 522 g/j). La consommation de boissons rafraichissantes sans alcool est également trés
supérieure a celle des Pays-Bas (254 g/j) en Belgique (346 g/j), en Norvége (416 g/j), et en
Islande (426 g/j). Ainsi, les estimations des apports en lactoferrine pour les populations de
certains pays sont susceptibles d’étre supérieures aux apports estimés par le pétitionnaire
pour les Pays-Bas.

4.5. Informations fournies par une exposition humaine antérieure au NI ou
a sa source

Exposition actuelle

La lactoferrine bovine est naturellement présente en petites quantités dans le lait de vache. Le
pétitionnaire estime sa concentration a environ 100 mg par litre. S’appuyant sur les données de
consommation de la population néerlandaise (adgée de plus de 1 an), le pétitionnaire estime que la
consommation moyenne actuelle de lactoferrine bovine via les produits laitiers est de 40 mg par
jour. Chez les nourrissons, I'apport de lactoferrine via les produits laitiers est estimé a 63 mg/j. Aux
Etats-Unis, elle atteindrait 100 mg/j au 95°™ percentile chez 'adulte.

Le comité néerlandais précise que la quantité de lactoferrine dans le lait de vache est susceptible
de varier considérablement. Il cite a ce sujet I'étude de Yamauchi et al. (2000), qui rapportent des
concentrations comprises entre 100 et 400 mg/L, ainsi que les concentrations rapportées par les
autorités australiennes, comprises entre 20 et 200 mg/L.

Le comité néerlandais estime que la quasi-totalité de la lactoferrine bovine est dénaturée au cours
du traitement thermique du lait. Il cite l'avis de I'Afssa du 2 septembre 2008 (Afssa, 2008) indiquant
que l'apport moyen de lactoferrine bovine non dénaturée est estimé a 5,3 mg/j et provient de lait cru
et de fromages a base de lait cru.

Le comité néerlandais rappelle qu’il n’existe pas de données de consommation en Europe relatives
aux compléments alimentaires a base de lactoferrine bovine. Le pétitionnaire indique que la
consommation de certains d’entre eux peut apporter jusqu’a 1200 mg de lactoferrine par jour.

Comme elle I'indiquait dans son précédent avis (Afssa, 2008), I'Afssa estime que l'ingestion
moyenne de lactoferrine totale par un adulte peut varier de 20 a 50 mg/j, selon la nature des
produits laitiers consommes.

Etudes clinigues humaines relatives a I'exposition au NI :

Le comité néerlandais a examiné 30 études cliniques utilisant la lactoferrine bovine présentées par
le pétitionnaire. Il souligne que toutes les études sauf une utilisent des produits a base de
lactoferrine provenant de compagnies autres que celle du pétitionnaire, mais pouvant toutefois étre
considérés comme équivalents a celui-ci. En outre, comme le signale le pétitionnaire, le comité
néerlandais note que l'objectif de ces études est d’évaluer l'efficacité de lactoferrine et non pas sa
sécurité d’emploi.

Chez les nourrissons, le comité néerlandais estime qu’une seule étude (King et al., 2007) est
pertinente en termes d’évaluation de la sécurité d’emploi de la lactoferrine bovine (les autres études
n‘évaluant que lefficacité du produit). Il s’agit de l'unique étude utilisant la lactoferrine bovine
produite par le pétitionnaire. Elle est réalisée en double insu et contrblée ; pendant 1 an, les
nourrissons du groupe expérimental ont recu 850 mg de lactoferrine par litre de préparation pour
nourrissons contre 102 mg dans le groupe témoin (n=26 nourrissons/groupe). Tout comme les
auteurs, le comité néerlandais note le faible effectif de I'étude (n=26/groupe). Toutefois, compte
tenu du caractere approfondi de cette étude par ailleurs, il estime que ces données sont suffisantes
et conclut que la consommation a long terme de lactoferrine bovine a des doses similaires au
niveau d’utilisation prévu par le pétitionnaire ne provoque pas d’effets indésirables sur la croissance
ou la santé des nourrissons.

Chez l'enfant, une seule étude a été retenue par le comité néerlandais pour I'évaluation de la
sécurité du produit. Il note son faible effectif (n=26 enfants/groupe au début de I'étude). Elle porte
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sur des enfants de 1 a 3 ans recevant 500 mg de lactoferrine bovine par jour pendant 9 mois (étude
contrélée en double insu). Les auteurs indiquent qu’aucun effet indésirable n’a été observe.

Dix-neuf études réalisées chez l'adulte sont présentées par le pétitionnaire. Cinq d’entre elles
portent sur des sujets en bonne santé recevant jusqu’a 2 g de lactoferrine par jour. Le traitement a
été bien toléré par les participants.

Les 14 autres études portent sur des patients souffrant souvent d’infection a Helicobacter pylori ou
d’hépatite C parfois chronique. Les doses de lactoferrine regues par les patients peuvent aller
jusqu’a 3,6 g/j dans 3 études et 7,2 g/j dans une étude (Okada et al., 2002). S’appuyant sur cette
derniere étude, le pétitionnaire conclut a l'absence d’effets indésirables pour la santé de la
lactoferrine bovine jusqua 7,2 g/j chez l'adulte. Le comité néerlandais note que les patients
participant a cette étude souffraient d’hépatite C chronique et qu’une telle dose n’a pas été testée
chez des individus en bonne santé. Le comité souligne qu’il s’agit de la seule étude dans laquelle
des effets indésirables ont été rapportés (chez 3 des 15 patients recevant 7,2 g/j de lactoferrine et
un patient recevant 3,6 g/j). Les effets indésirables rapportés étaient les suivants : éruptions
cutanées, perte de [l'appétit, constipation, diarrhée. De nature réversible, ils n'ont pas été
accompagnés de modifications significatives des parametres sanguins mesurés. Le comité
néerlandais note I'absence d’effets indésirables sérieux.

En conclusion, le Comité néerlandais estime que, de fagon générale, aucun effet indésirable majeur
clairement lié a la consommation quotidienne de lactoferrine bovine pendant plusieurs mois
n’apparait aux quantités d’utilisation proposées par le pétitionnaire.

Ainsi, sur la base de cet ensemble de données, [lutilisation de la lactoferrine bovine dans les
conditions spécifiées par le pétitionnaire ne souléeve pas d’inquiétudes de la part du comité
néerlandais. Il note toutefois qu’il n’existe pas d’étude de sécurité a grand échelle réalisée avec le
produit chez des sujets en bonne santé.

L’Afssa note que les études présentées ne font pas apparaitre d’effets indésirables de
lingestion de lactoferrine bovine chez I'adulte, I'enfant et le nourrisson, méme pour des
apports trés supérieurs a l'ingestion habituelle. Il faut cependant noter que ces études ont
éteé réalisées dans le but d’évaluer I'efficacité et non pas I'innocuité du NI. L’Afssa souligne
l'absence d’étude évaluant directement I'innocuité de la lactoferrine bovine sur le long terme
chez des sujets en bonne santé. De telles études permettraient de disposer d’éléments
supplémentaires pour I’évaluation de la sécurité d’emploi de la lactoferrine bovine.

4.6. Informations d’ordre nutritionnel sur le NI

Selon le pétitionnaire, I'enrichissement de I'alimentation en lactoferrine pourrait permettre a celle-ci
de s’ajouter a la lactoferrine endogéne synthétisée par 'organisme. Le pétitionnaire indique que
70% de la séquence d’acides aminés est commune aux lactoferrines humaine et bovine.

Le comité néerlandais estime que les produits issus de la digestion des 2 protéines ne sont pas
strictement équivalents. Les peptides formés sont de types différents et possédent une activité
différente, résultant en particulier de leur transformation par des enzymes microbiennes du célon.

Le comité néerlandais a comparé l'apport nutritionnel via la lactoferrine bovine provenant de
I'enrichissement des produits en NI a I'apport protéique total dans les différentes classes d’dge de
la population néerlandaise. Ce rapport est le plus élevé chez les nourrissons, chez qui 5 a 10% de
I'apport protéique proviendrait de la lactoferrine bovine.

L’enrichissement de 1 g de lactoferrine par litre de préparation pour nourrissons ou préparation de
suite proposé par le pétitionnaire correspond a un apport en fer maximal de 0,25 mg. Le comité
néerlandais note que cette valeur correspond a 2 a 3 % de la teneur maximale fixée par la directive
2006/241 relative aux préparations pour nourrissons et préparations de suite. L’étude de King et al.
(2007) dans laquelle des nourrissons ont regu de la lactoferrine bovine a une dose de 850 mg par
litre de préparation pour nourrissons ou de suite pendant un an montre I'absence de modifications
des taux sanguins d’hémoglobine et de 'hématocrite.

Chez les individus de plus de 1 an, I'apport de fer lié a la lactoferrine est de I'ordre de 0,14 mg/g de
NI, mais ne dépasse jamais 0,25 mg/g de NI (cf. résultats d’analyse des lots de production). Chez
les consommateurs dont les apports sont susceptibles d’étre les plus élevés (4 g de NI/j chez les
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hommes adultes au 97,5°™ percentile), cela pourrait entrainer un apport de 1 mg de fer par jour via
le NI. Comparant cet apport supplémentaire a I'apport via I'alimentation courante (de 6 a 13 mg par
jour selon I'dge et le sexe), le comité néerlandais conclut a I'absence d’effets indésirables liés a
I'enrichissement.

Digestion et absorption du NI :

Le pétitionnaire décrit longuement les aspects liés a la digestion et I'absorption de lactoferrine,
comparant les différences entre les lactoferrines bovine et humaine, les différences entre les
résultats obtenus chez 'Homme et chez I'animal et les différences observés entre l'adulte et
I'enfant.

Le comité néerlandais a limité son analyse aux modalités d'absorption et de digestion de la
lactoferrine bovine chez 'Homme. Il note que la digestion de cette protéine dépend de I'dge, en
raison du développement progressif de la fonction intestinale chez 'Homme. La protéolyse de la
lactoferrine bovine est relativement lente chez le nouveau-né. En raison d’une protéolyse
incompléte, la lactoferrine bovine peut étre retrouvée dans les feces des nourrissons. Le comité
néerlandais note I'absence d’étude similaire réalisée chez I'adulte.

Le pétitionnaire indique que la lactoferrine non dégradée peut étre absorbée et rejoindre la
circulation sanguine chez le nourrisson. Le comité néerlandais estime que cela n'a été mis en
évidence que pour la lactoferrine de I'espéce (via le lait maternel), et que le dossier ne contient
aucune information mettant en évidence une absorption de lactoferrine bovine chez le nourrisson.
Toutefois, le comité néerlandais note que cela a été mis en évidence chez la souris adulte ayant
une fonction intestinale mature (Fischer, 2007).

En conclusion, le Comité néerlandais estime qu’il n’y a pas de raison de supposer que la digestion
de la lactoferrine différe de celle des autres protéines du régime alimentaire. Il semble toutefois que
la lactoferrine bovine soit relativement résistante aux enzymes protéolytiques du tractus intestinal.
Enfin, le comité néerlandais note I'absence d'’informations relatives a l'absorption intestinale de
lactoferrine bovine chez '’Homme.

En accord avec le comité néerlandais, I’Afssa constate le manque de données relatives aux
modalités de digestion et d’absorption de la lactoferrine bovine, particuliéerement chez
l'adulte. L’Afssa confirme qu’il est possible de considérer que la digestion de la lactoferrine
bovine n’est pas différente de celle des autres protéines alimentaires. La relative résistance
de la lactoferrine bovine a la protéolyse pourrait favoriser I'absorption de molécules plus ou
moins intactes, voire une action de cette protéine au niveau du tractus digestif.

Par ailleurs, les conséquences de I’enrichissement en NI sur la nutrition protéique et
martiale ne soulévent pas d’inquiétudes de la part de I’Afssa.

L’Afssa rappelle que les effets bénéfiques du NI sur la santé revendiqués par le pétitionnaire
ne sont pas I'objet de la présente évaluation et que ceux-ci devraient étre déemontrés au cas
par cas, dans les vecteurs envisagés, si le NI recevait une autorisation de mise sur le
marché.

4.7. Informations d’ordre microbiologique sur le NI

Le pétitionnaire rappelle que le procédé de production ne fait pas intervenir l'utilisation de
microorganismes. Par ailleurs, le procédé est soumis a une procédure HACCP afin de s’assurer de
sa sécurité. Le pétitionnaire a testé la présence de plusieurs microorganismes indésirables
(salmonelles, staphylocoques, moisissures, etc.) dans 6 lots de production. Les quantités décelées
se sont avérées inférieures aux limites de spécification du NI.

S'appuyant sur ces éléments, le comité néerlandais écarte la possibilité d'un risque
microbiologique.

En accord avec le comité néerlandais, et compte tenu des procédures de fabrication et de

contréle, I’Afssa estime que le NI n’est pas susceptible de présenter un risque
microbiologique.
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4.8. Informations d’ordre toxicologique

Le comité néerlandais note que la quasi-totalité des études de toxicologie a été réalisée avec de la
lactoferrine bovine provenant d’'un fabricant japonais. Le contenu en lactoferrine bovine du produit
ainsi utilisé est au moins aussi élevé que celui du NI. Le comité néerlandais note que la
composition des autres protéines laitieres présentes n’est pas précisée et que la teneur en fer est
inférieure a celle du NI. Toutefois, il reconnait que le produit utilisé est représentatif du NI proposé
par le pétitionnaire pour I'évaluation de la sécurité.

Etude de génotoxicité :

Un test sur bactéries a été réalisé en 2000 sur les 4 souches de salmonelles TA98, 100, 1535, 1537
et sur une souche d’Escherichia coli, jusqu’a la dose de 5000 pug par boite avec et sans activation
métabolique incluant une étape de pré-incubation. Aucune potentialité mutagéne n’a été observée.

D’aprés le comité néerlandais, ce test suffit a exclure toute mutagénicité due au NI.

L’Afssa partage la position des experts néerlandais. S’agissant d’'une protéine, le test limité
aux bactéries est suffisant.

Etudes de toxicité :

e FEtude en dose unique :
Les résultats de cette étude réalisée en 1997 chez le rat indiquent I'absence de toxicité jusqu’a 200
mg/kg de poids corporel.

e FEtude de 4 semaines :

Cette étude a été réalisée en 1997 chez le rat adulte Sprague-Dawley recevant par gavage des
doses de lactoferrine bovine de 0, 200, 600 et 2000 mg/kg de poids corporel(pc)/jour (j). Aucun cas
de mortalité n’est rapporté. Quelques effets sporadiques sans rapport avec la substance testée
(persistance de l'artére hyaloide au niveau de I'ceil, dilatation pulmonaire, ulcére, érosions de
I'estomac, foyers hémorragiques pulmonaires, etc.) touchant seulement 1 ou 2 animaux par groupe
(y compris les témoins) sont rapportés. Selon cette étude, la dose sans effet nocif indésirable est de
2000 mg/kg pc/j.

e FEtude de 13 semaines :

Cette étude (Yamauchi et al., 2000) a été réalisée chez le rat adulte Sprague-Dawley
(n=12/sexe/dose) recevant par gavage des doses de lactoferrine bovine (pureté > 95 %) de 0, 200,
600 et 2000 mg/kg pc/j. Deux cas de mortalité sans rapport avec la substance testée sont observés
(Pun résultant d’une erreur de gavage, l'autre d’un lymphome généralisé chez une femelle recevant
la forte dose de lactoferrine bovine). Aucun changement de poids corporel des animaux ou de la
consommation de nourriture n’est observé. A la fin de I'étude, les seuls changements statistiquement
significatifs observés dans l'analyse urinaire étaient des élévations dans la teneur en sodium,
potassium et chlorure observées uniquement chez les méales a la dose de 200 mg/kg pc/j. Les
résultats des analyses hématologiques et biochimiques réalisées étaient normaux. La mesure du
poids des organes a montré une diminution du poids absolu et relatif de la thyroide, uniquement
chez les femelles recevant la plus forte dose (2000 mg/kg pc/j). Ce changement de poids n’a pas été
accompagné de changements morphologiques ni histologiques de la thyroide et a été considéré
comme ponctuel et sans rapport avec la substance testée. Les analyses histo-pathologiques ont
montré des cas de fibrose des ilots pancréatiques dans tous les groupes males, plus précisément
chez 50 % des animaux dans tous les groupes traités. Les mémes changements histo-pathologiques
ont été observés chez 25 % des males du groupe témoin. Aucun cas n’a été rapporté chez les
femelles traitées avec 2000 mg/kg pc/j % de lactoferrine bovine, ni dans le groupe témoin des
femelles. Les auteurs concluent a I'absence d'effets toxiques et proposent une DSEIO ou NOAEL®
de 2000 mg/’kg pc/j.

2 Absence de mesure réalisée dans les groupes expérimentaux recevant des doses intermédiaires (200 et 600
mg/kg pc/j)
® Dose sans effet indésirable observé ou non observed adverse effect level
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Le comité néerlandais note I'absence de précision quant au statut BPL? de I'étude de Yamauchi et
al. (2000). Toutefois, il estime que la qualité de cette étude est suffisante pour I'évaluation de la
sécurité.

Le comité néerlandais note que les variations des parametres urinaires ne sont observées que chez
le male et sont variables au cours du temps. Elles ne sont pas accompagnées de modifications
anormales des tissus rénaux ou des parametres sanguins mesurés. Comme le pétitionnaire, le
comité néerlandais estime en conséquence que ces modifications ne sont pas significatives pour
I'évaluation toxicologique. En ce qui concerne les cas de fibrose des ilots pancréatiques, le comité
néerlandais estime qu’ils ne sont pas attribuables au traitement par la lactoferrine. Il explique que
ces manifestations se produisent spontanément avec I'dge mais peuvent étre lies également a des
déséquilibres hormonaux des animaux (Imaoka et al., 2007 & 2009).

L’Afssa note que les données disponibles proviennent de synthéses issues d’un dossier
relatif a la demande de statut GRAS’, sans précisions sur les protocoles d’essais utilisés, ce
qui rend difficile leur appréciation.

Par ailleurs, le statut BPL des études en dose unique et doses réitérées pendant 4 semaines
et 13 semaines n’est pas précisé. Toutefois, I’Afssa estime que la qualité de I'étude de 13
semaines est d’un niveau acceptable.

L’étude de 13 semaines susmentionnée ne montre pas d’effets statistiquement significatifs
de la lactoferrine bovine sur la majorité des analyses biochimiques et histo-pathologiques
réalisées. Le seul effet significatif observé concerne I'apparition de cas de fibrose des ilots
du pancréas. Ces effets ont été observés chez les méles traités mais aussi chez les témoins
non traités. Toutefois, leur intensité et leur fréquence sont plus élevées dans les groupes
expérimentaux males recevant la lactoferrine bovine, mais sans relation avec la dose. L’Afssa
note I'absence de cas de fibrose pancréatique chez les femelles testées et chez les témoins.
L’Afssa estime que I'origine de la fibrose ne peut étre attribuée avec certitude a I'dge des
animaux, dans la mesure ou il s’agit d’une étude de 13 semaines et que les animaux ne sont
donc pas trés 4gés. En outre, I’Afssa note que ce type de lésions n’est pas communément
rapporté dans les études toxicologiques chez le rat. En conséquence, I’Afssa estime qu’afin
d’écarter ces effets comme étant « sans relation avec le traitement », un historique de la
frequence d’apparition des fibroses chez les animaux traités par le laboratoire chargé de
tester la substance, devrait étre fourni.

L’Afssa note par ailleurs que les cas de fibrose ne présentent pas de différence de
morphologie entre les animaux recevant de la lactoferrine bovine et ceux du groupe témoin et
qu’ils ne sont pas suivis de phénomeénes d’hyperplasie. L’Afssa regrette qu’une période sans
traitement n’ait pas été prévue chez quelques animaux a la fin de cette étude afin de tester le
degré de réversibilité de ces lésions.

Compte tenu de I'ensemble de ces éléments, I’Afssa estime que les données disponibles ne
permettent pas de conclure quant a Il'existence ou non d’un lien causal entre Ia
consommation de lactoferrine et la survenue de fibrose des ilots pancréatiques chez le rat.

Conclusion relative aux données toxicologiques :

S’appuyant sur I'étude des données toxicologiques disponibles, le comité néerlandais conclut que la
lactoferrine bovine ne provoque pas d’effets indésirables. Comme le pétitionnaire, il estime que les
effets observés ne sont pas attribuables a la lactoferrine bovine et valide la NOAEL de 2000 mg/kg/j
testée dans I'étude de 13 semaines.

En conclusion, I’Afssa estime que les informations disponibles ne permettent pas de fixer
une NOAEL pour la lactoferrine bovine.

Potentiel allergisant :
Le pétitionnaire s’appuie sur plusieurs revues de la littérature parues depuis 2001 étudiant le
potentiel allergisant de la lactoferrine bovine. Sur la base de ces données, il conclut que la

* Bonnes pratiques de laboratoire
® Generally recognised as safe
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lactoferrine bovine ne peut étre considérée comme un allergéne majeur du lait de vache. Il n’exclut
pas la possibilité que la lactoferrine puisse étre une des protéines allergisantes du lait, mais en
I'absence de tests de provocation orale, il estime que cela n’est pas démontré.

Le comité néerlandais reconnait I'absence de mise en évidence de relation de cause a effet mais
rappelle que des anticorps de type IgE spécifiques de la lactoferrine bovine ont pu étre retrouvés
dans le sang de patients présentant une allergie aux protéines de lait de vache. Ainsi, la possibilité
pour la lactoferrine d’induire des allergies aux protéines du lait de vache ne peut étre exclue, bien
qu’aucune donnée expérimentale ne confirme ce résultat. En conséquence, le comité néerlandais
estime que la présence de protéines de lait de vache doit étre mentionnée sur I'étiquetage des
produits contenant le NI, et ce dautant plus que le NI contient de basses quantités d’autres
protéines du lait de vache (caséine, a-lactoglobuline et B-lactoglobuline).

Le comité néerlandais note par ailleurs qu’il est impossible de se prononcer sur le développement
d’allergies aux protéines du lait de vache liées a une exposition croissante a la lactoferrine bovine.
Le comité néerlandais souligne que des études cliniques a court et moyen termes ne permettraient
pas de répondre a cette question, qui nécessite un suivi a long terme. Pour le comité néerlandais,
l'absence de réponse a cette question ne constitue toutefois pas un élément bloquant pour
l'utilisation de lactoferrine bovine en tant que nouvel ingrédient. En effet, il existe un risque inévitable
de développement d’allergie pour chaque nouvelle protéine que consomme un individu.

En accord avec le comité néerlandais, I’Afssa estime que I'étiquetage du NI et des aliments
enrichis, dans I’hypothése d’une autorisation de mise sur le marché, devrait mentionner
clairement la présence de protéines laitiéres, afin d’informer les consommateurs allergiques
a ces protéines.

En ce qui concerne I'implication du NI dans des réactions autoimmunes, I’Afssa partage la
position du comité néerlandais et considere peu probable que la lactoferrine soit susceptible
d’induire ce type de réactions. L’implication suspectée de certaines protéines laitieres dans
le diabéte de type 1 a recemment été écartée par I’Efsa par une revue bibliographique (Efsa,
2009). Par ailleurs, I’Afssa n’a connaissance d’aucune étude ayant mis en évidence un effet
délétere de la lactoferrine bovine sur les fonctions immunitaires. Toutefois, comme le
souligne le comité néerlandais, il existe peu ou pas d’études ayant exploré la possibilité de
survenue de ces effets.

Evaluation des marges de sécurité :
Le pétitionnaire estime que le facteur de sécurité de 10 relatif aux différences inter-espéces n’est
pas nécessaire.

Le comité néerlandais n'accepte pas cet argumentaire, compte tenu notamment des incertitudes
relatives aux modalités d’absorption chez I'enfant et chez I'adulte.

La consommation moyenne estimée chez le nourrisson (0-1 an) se situe aux alentours de 210 mg/kg
pc/j, c'est-a-dire environ 10 fois moins que la NOAEL. Le comité néerlandais estime que cette marge
de sécurité est acceptable compte tenu de la nature du NI. Il note en outre qu'il est peu probable que
les nourrissons dépassent ce niveau de consommation. Pour la population générale (hors
nourrissons), il existe un facteur de 50 chez I'adulte et un facteur de 10 chez I'enfant de 1 a 3 ans
entre I'apport au 95°™° percentile et la NOAEL. Le comité estime que ces marges de sécurité sont
également acceptables.

L’Afssa rappelle qu’il n’est pas possible de considérer que la NOAEL est clairement établie.
Toutefois, si la valeur de 2 g/kg pc/j venait a étre retenue par les autorités compétentes dans
le cadre de cette évaluation, I’Afssa estime qu’il serait nécessaire de maintenir le facteur de
sécurité inter-espéces, compte tenu notamment du manque de données disponibles chez
I’'Homme relatives aux modalités de digestion et d’absorption de la lactoferrine bovine. Un
facteur de sécurité final de 100 devrait donc étre appliqué, comme le recommande la FAO°
(2006) par ailleurs. Ainsi, I’Afssa estime que les niveaux d’enrichissement ne devraient pas
entrainer des apports supérieurs a 20 mg/kg pc/j. Or, I’Afssa note que les niveaux

® Food and agriculture organization
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d’enrichissement proposés par le pétitionnaire entrainent, sur la base des données de
consommation de la population néerlandaise, un apport moyen variant de 41 a 124 mg/kg pc/j
dans les différentes populations d’enfants et d’adolescents.

5. CONCLUSION

En accord avec le comité néerlandais, I’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
estime que le NI est suffisamment caractérisé et que son procédé de fabrication ne souléve
pas d’inquiétude.

L’Afssa note que les études cliniques de supplémentation ne font pas apparaitre d’effets
indésirables liés a I'ingestion de lactoferrine bovine chez I'adulte, I'’enfant et le nourrisson.
Toutefois, ces études ont été réalisées dans le but d’évaluer Il'efficacité et non pas
I'innocuité du NI. L’Afssa releve I'absence d’étude approfondie évaluant spécifiquement
I'innocuité de Ila lactoferrine bovine sur le long terme et sur des effectifs suffisants.

Par ailleurs, les données de toxicologie présentées dans I'étude de 13 semaines sont
insuffisantes pour conclure quant a I'existence ou non d’un lien causal entre la
consommation de lactoferrine bovine et la survenue de fibrose des ilots pancréatiques chez
le rat. Ainsi, une NOAEL ne peut étre clairement établie a partir de ces données.

Si la NOAEL de 2 g/kg pc/j venait a étre reconnue par les autorités compétentes dans le cadre
de cette évaluation, I’Afssa estime qu’un facteur de sécurité de 100 devrait lui étre appliqué.
Les niveaux d’enrichissement devraient ainsi étre limités afin de garantir un apport inférieur a
20 mg/kg pc/j par I'alimentation totale (apports totaux via I'alimentation courante, enrichie ou
non, incluant les compléments alimentaires). Les niveaux d’enrichissement actuellement
proposés par le pétitionnaire sont susceptibles d’entrainer des apports trés supérieurs a
cette valeur, notamment pour de nombreux enfants et adolescents.

Dans le cas d’une autorisation de mise sur le marché, I’Afssa estime par ailleurs que
I'étiquetage du NI et des aliments susceptibles d’étre enrichis devrait mentionner la
présence de protéines laitiéres.

Enfin, I’Afssa ajoute que la présente évaluation ne porte pas sur les éventuels effets
bénéfiques de la lactoferrine bovine, susceptibles d’étre revendiqués, qui devront faire
I'objet d’évaluations spécifiques. L’Afssa rappelle que les données disponibles a ce jour ne
fournissent pas de base suffisante pour justifier des apports supplémentaires en lactoferrine
pour ’Homme en bonne santé recevant une alimentation variée, équilibrée et avec un apport
calorique suffisant pour couvrir ses besoins.

Le directeur général

Marc MORTUREUX
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MOTS-CLES

Mots clés : Novel food, protéine laitiere, transferrine, fer, réglement 258/97/CE
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