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Revue des travaux effectués’pendant le prémier Seme&r& 1964 

dans les Laboratoires centraux de 1’1. E. M. V. T. 
par 1. P. PEUi, R., RIVIÈRE, P. PERREAU et 1. PAGOT 

RÉSUMÉ 

Les recherches entreprwr aux Laboratoires centraux de 1’1. t. M. V. T. 

virent 0 permeWre des études iaxicaloglques ei pharmacologiques ultérieures. 
Différentes sources d’atlaio*ine sont envisagéer, notommen+ des culturei sur 
mois groin qui an+ produit de 10 toxtne. 

ies OUR~~S indiquent les mélhodes d’extractions à +OUI les sioder et le moyen 

d’homogénéiser I’exlroit brut par de I’étha?ol absolu ; pour détecter 10 toxicité 
et suivre ierextroct~ons et les pur~ficationr, ils exposent en détail deuxépreuves : 

biologique sur caneionr e+ physco-chimique par fluorescence aprk chroma- 
fographe Ils dkrivent un? méthode r~mple pour photographier les chromo- 
togrammes fluorescents e+ donnenides euempler dece qu’elle permet d’obtenir. 
On peut donc classer Ier rérultatr obtenus, les revoir A tout moment. les 
comparer et effectuer, par projection sur écran. des mesurer précises de RF, 

Celte technique est porliculièrement efficace. associée à la chromotogrophle 
en COUC~X ,mince dont le< modal/+~r son+ onalyrées du poini de vue de Ia repro- 
duclibili+& der kul+a+s obtenus. 

Lo confrontation des données de taules ces anolyres permet une mise ou 
point des techniques 0 v+ilser pour des r@ercher, futures sur ce sujet porli- ~ 

culi&remen+ imporlont au point de YW économique. 

Les laboratoires de 1’1. E. M. V. T. ont été intoxication ou une taxi-infection. 
amenés à étudier la toxicité des tourteaux ‘Les recherches faites au Laboratoire Central 

d’arachides envahis par les moisissures du genre de Recherches v&érinaires malgache géré 
Aspergiilus (A. flovus Link) et contenant leurs par 1’1. E. M. V. T. permirent d’éliminer les 
toxines. les aflatoxines, responsables de nom- couses infectieuses ‘et parasitaires et d’incri- 
breux accidents en pathologie vétérinaire, miner I’alimeniation et plus particulièrement 

notamment chez les porcs. les tourteaux d’arachide, que les éleveurs 
Dès 1960, en effet, avait été observée à Modo- ! introduisaient en quantité très importante dans 

gascar. une maladie enzootique qui, dans ~ les rations (29, 31. 33). 
plusieurs élevages importants, décimait les ! Les tourteaux malgaches sont des «apeI- 
truies et parfols les verrats. Des mortalités éle- ! lers» contenant encore près de 10 p. 100 de 
vées apparurent également en 1962 sur des / mahères grasses et leur rancissement est rapide ; 
porcs en crassance, âgés de 4 à 10 mois (7) le taux excewf d’acides gras polyinsaturés 

Les examens anotomo-pathologiques mon- pouvait être rendu responsable des troubles 
traient, dans tous les cas. une atteinte grave observés. 
du foie et I!histologle révélait des Iésicns de Les travaux des chercheurs britanniques 

dégénérescence orientant le diagnostic vers une permirent, après 1961. d’attribuer les accidents 

w! 
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à la présence d’aflatoxine dans ces tourteaux. 
Les recherches des laboratoires centraux de 

1’1, E. M. V. T. avaient pour but l’extraction ou 
la production, puis la purification d’une quan- 
tité d’aflatoxine suffisante pour permettre des 
études de toxicologie, sur petits et grands’ 
animaux et des analyses sur la nature des 
différents Fomposonts de cette toxine. 

Une application directe de ces recherches 
serait, dans I’lmmédiat, la mise au point d’un 
procédé commode de détection de I’aflatoxine 
dans les produits utilisés pour l’alimentation 
animale, en particulier dans les tourteaux 
d’arachide. 

1, -SOURCES D’AFLATOXINE 

10 Tourteaux : Nous avons utilisé d’abord 
des tourteaux d’arachide réputés toxiques. C’est 
d’ailleurs l’approvisionnement en un tel maté- 
riel qui s’est révélé l’obstacle principal au déve- 
loppement des recherches. 

Celles-ci ont pu commencer grâce à l’arrivée 
d’un échantillon de 15 kg en provenance de 

Madagascar, où ce tourteau avait provoqué 
des accidents et la mort expérimentale de 
canetons. 

20 Manioc : Une équipe chargée d’une enquête 
sur les aliments du bétail dans les pays de 
l’Afrique occidentale avait également pou.r 
mission de trouver des produits contaminés 
par des moisissures. Elle n’obtint que deux 
échantillons de manioc moisI. 

30 Cultures : Ces difficultés d’approvision- 
nemeni rencontrées avec les sources naturelles 
d’oflatoxlne nous incitèrent à rechercher si des 
cultures d’Aspergillus pouvaient fournir des 
quantités suffisantes de toxine. 

a) Souche? d’Aspergillus flavus Link : 

- Deux souches furent employées : l’une 
provenait de la collection de 1’1. R. A. T. l’autre 
de Madagascar, isolée 0 portlr, du lot de tourteau 
toxique sur lequel avait été déjà prélevé I’échan- 
tillon de 15 kg qui servit aux premiers essais. 

.- Toutes deux furent conservées sur @!Ose 
à l’extrait de malt, sans précautions spéciales. 

b) Cultures : 

1) Sur milieux liquides. 

Le milw classiq’be de CZAPEK a été le pre- 
mier expérimenté : 

6 ballons d’un litre ont été ensemencés copieu- 
sement avec la souche de 1’1, R. A. T. ; après 
10 jours à 22.240 C. ,période au cours de 
laquelle plusieurs cy+s de fructification s’étaient 
effectués en surface, cette culture a été filtrée 
et le filtrat ~S’est, ré@? non toxique pour le 
caneton, même après une forte concentration 
par évaporation (Rotqvapor), bien qu’une fluo- 
rescence ait été ensuite décelée. 

La même souche a ‘été ensemencée de faFon 
Identique sur milieu à l’extrait de malt OXOID ; 
une culture de 10 ,ours, très abondante a été 
filtrée. puis concentrée par évaporation. 

La chromotographie et l’examen en lumière 
ultra violette montrèrent que rette préparation 
était pauvre en aflatoxlne et elle fut abandon- 
née. 

2) Sur milieux solides, 

Après ces insuccès la souche de Madagascar 
fut demandée au Laboratoire de 1.1. E. M. V. T. à 
Tananarive. Elle n’est pas encore passée sur 
milieu liquide, car II a été jugé préférable, 
avant toute expérimentation, d’éprouver le 
caractère toxigène de,ces deux souches en uti- 
lisant simplement la culture sur groin de mais, 
réputée pour donner une production suffisante 
d’aflatoxine (bien que l’extraction en soit ensuite 
fastidieuse). 

Douze boîtes de ROUX (pour chaque souche) 
contenant chacune environ 80 g de maïs stéri- 
lisé, très légèrement humide, ont été ensemen- 
cées avec une suspenk~on de spores. 

L’envahissement mycélien et la production 
conidienne sont excellents à condition que les 
boîtes ne soient bouchées qu’avec un tampon 
de gaze tissez lâche : ‘une aération satisfalsonte 
est donc Indispensable. Après une semaine de 
culture. les boîtes ont ‘été outocla&es 30 
minutes à 1000 C. 

Une parte des graines a éié’soumise à I’ex- 
traction chloroformiiue et l’autre partie. des- 
tfnée à I’alimentation’de caneto’ns sous forme 

de bouillie, o. été, brpyée. 

II. - LES MÉTHODES D’EXTRACTION 

a) Tourteau toxique de Madagascar : 

La technique du Tropical Products lnstitufe. 
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décrite par SARGEANT et- ses collabor@eurs 
fut utilisée (8). Le tourteau déllp/dé à l’éther, 
subit une’ extraction par le méthanol ; le résidu 
obtenu est dilué dans de l’eau distillée et le 
mélange subit une 2e extraction chloroformique ; 
l’extrait noirâtre recueilli apr&s évaporation 
bu solvant est dissous dans un mélange éther 
de pétrole-méthanol-eau. puis agité énergi- 
quement et mis à décanter ; la phase métho- 
nolique inférieure est traitée à deux ,reprises 
par de l’éther de pétrole, puis éyaporée sous 
pression réduite. 

,Le résidu pateux final. qui constitue l’extrait 
brut, très épais. d’environ 3 g pour 800 g de 
tourteau est dilué dans 40 ml d’eau distillée : 
1 ml de la solution correspond à 20 g de tour- 
teau. Le produit obtenu se présente sous l’aspect 
d’une pate assez peu fluide, de couleur noi- 
râtre due à la présence en grande quantité 
de pentosanes et de polysaccharides extraits 
par le méthanol. Cet extrait est peu misclble 
à l’eau, donne des solutions hétérogènes, con- 
tenant des particules insolubles collant ou verre. 

Cette méthode d’extraction par le tiéthanal 
ne donne pas ‘entière satisfaction et d’autres 
techniques seront essayées. 

b) Manioc moisi : 

Les deux échantillons de manioc moisi onl 
été traités de la même façon. mais. le taux de 
matière grasse étant très faible (moins de 
1 p. 100). ils n’ont pas été délipidés. Une fluo- 
rescence d’intensité moyenne o pu être décelée 
par chromatographie. 

c) ~Cultures : 

Les +ux cultures sur maïs on! subi une simple 
extraction chlorbformique pendant 6 heures 
dansdes appareils de SOXHLET. Le solvant esi 
évaporé sous pression réduite dans un évapo- 
rateur rotatif. Le résidu-est dissous dans un 
mélange de méthanol et d’éther de pétrole à 
parties égales. QI ajoute 5 ml d’eau distillée 
et on agite fortement. Ce tout est mn à décanter 
et la couche méthanollqueest recueillie. L’extrail 
est obtenu par évaporation, sous pression ré- 
duite, du méthanol. 

Jll. -LES EXPÉRIENCES 
SUR CANETONS 

Les produits suivants ont été testés sur cane- 
tons «Pékin » de ? jours : 

- L’extrait brut de tourteau. 
- Le tourteau entier. 
- Une culture d’A. flovus (souche 1. R. A.;‘T.) 

sur milieu de ‘CZAPEK. 
- Les 2 cultures d’A. flovus sur mais en grain. 

a) Premiére éxp~rlence : 

- 4 canetons ont recu, deux fois par jour 
et pendant 7 jours, 2 ml d’une dalution ou 1/40 
de, l’extrait dé tourte&. correspo’ndant à 13 g 
de tourteau mais le’ mélange n’était pas d’une 
homogénéité parfaite. 

- 4 canetons ,ont resu, deux fois pare jour, 
3 ml de la culture sur CZAPEK. 

Aucune mortalité n’a été observée et les 
8 canetons oirisi que 2 témoins o& été sacrifiés 
le 7= jour. 

,, 

b) Deuxième expérience : 

- 5 canetons ont re$u le même extrait de 
tourteau, mois cette fois homogénéisé par 
addition d’une petlie quantité d’éthanol absolu 
et dilué ou 1120, chaque ml correspondant à 
13 g de tourteau, suivant le protocole suivant : 

2 ml le l,er jour, soft l’équivalent d’environ 
26 g de tourteau ; 

2 fois 2.5 m’l les jours suwants., soit I’équiva- 
lent d’environ 32 g de tourteau ; 2 canetons sont 
morts le 3e jour et les 3 autres le 4e jour. 

- 5 canetons ont regu du tourteau complet 
à raison de 1 g le Ier jour, 2 g les 2e et 3e jours, 
3,5 g le 4e jour ; 4 canetons sont morts le 4e jour 
et le dernier le 5e jour. 

-.2. témoins ont été, sacrifiés le $Jour. 

c) Troisième expérience :’ 

- 7 lots de 5 canetons ont été constitués : 

.Les deux premiers ont re$u les extraits,‘des 
deux cultures sur maïs à raison de 2 ml, deux 
fois par jour, d’une dilution ou 1110 (2:ml cor- 
respondant à 5 g de mais moisl). 

Un sujet est mort le 6e jour et un autre le 
IOe jour, tous deux appartenaient ou lot no 2 
(souche isolée à Madagascar). 

Les 8 survivants ont été sa+ le 15e jour. 
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Les lots no:3 et, 4 ont re5u de façon parallèle ~ L’admlnlstration’dei produits ioxiques s’avère 
du mais contaminé. broyé après autoclavage ; assez difficile et imprécise. car’11 est pr’atique- 
et n’ayant pas, subi d’extraction, à raison, de I menti itipossible lors de, I’adminisiration de 
5 ‘9 par ,our. 

Aucune mortalité n’a été observée ; les cane- 
liquides (solutions d’extralis én I’occ~rrence) 

1 d’éviter les régurgitations incontrôlables, quel- 
tons ont été sacrifiés le 15e jour. que soit le volume in&&+. D’autre Part, si l’on 

Les lots n” 5 et 6 ont reçu les mois broyés 1 veut faire Ingér&r des produits coniplets tels 
ayant subi l’extraction. à ,raison également de ~ que tourteaux ou farine de mais, on est obligé 
5 g par jour. Ils ont été sacrifiés, les uns le d,e se limiter à de petites quantités de l’ordre 
13 jmr, les outres le 2oe jour. de quelques grammes. 

Les examens macroscopiques (photographie 
no 1) des foies ont permis de déceler deux types 

Le test biologique sur canetons est’donc réali- 

de lésions chez les canetons ayant reçu le 
sable dans des conditions définies. II dépend 

tourteau, i’extrait de tourteau, les extraits de 
directement de trois facteurs principaux : le 

culture ,sur maïs (2: souche) et le maïs entier 
mode d’extraction, l’homogénéisation de I’eX- 
trait brut et,enfin des canetons eux-mêmes : 

(2e souche) : ces problèmes seront,discutéi plus loin. 
- Des lésions d’otrophie. 
- Des lésions d’hypertrophie avec dégéné- 

rescence graisseuse, et zones congestives. 

Dans chaque expérience, les foies des ani- 
maux morts ou sacrifiés étaient prélevés et des 
fragments inclus dans la paraffine, en VU~ 
d’examens histologiques, ,qui ont révélé des 
cirrhoses dégénératives très significatives de 
la présence d’aflatoxine. * 

Cette expérimentation a donné lieu à deux 
observa!lons : 

IV. - CHROMATOGRAPHIE StiR COLONNE 

ET TESTS 06 FLUORESCENCE 

10 Les sujets du @ lot de la 3e expérience 
étaient à âge égal (lSe jour) nettement plus 
gros que les canetons des 6 autres lots. 

,II serait donc possible de trouver dans cer- 
taines cultures d’A. flavus, des substances favo- 
risant Sa croissance. Est-ce un ou plusieurs 
antibiotiques comme l’a signalé J,ACQUET (26) 
à propos de I’A. clavotus et WAKSMAN et ses 
collaborateurs à propos des A. fumrgotus net 
clavoius ? S’agit-il de facteurs de croissance. par 
exemple d’acides aminés synthétisés au cours 
du métabolisme de ce champignon’? Ces hypo- 
thèses sont 0 l’heure actuelle sans confirmation 
précise. 

La réalisation de la dernière partle de la 
purikotion sur des échantillpns d’origines 
diverses a permis de préciser plusieurs points : 

- d’une part, la sélectivité, de l’extraction 
et l’efficacité du passage de l’échantillon sur 
la colonne d’alumine neutre. 

-d’autre part, la technique fixant définitive- 
ment I’imagefluorescente,e~sent~ellementfugace. 
pour rendre plus cou,rontes les comparaisons 
de chromatogrammes et plus précises les 
mesures de R,. ,l 

Nous désignerons désormats les extraits 
bruts utilisés ainsi : 

20 Ce test biologique rencontre les obstacles 
habituels : 

A. - Extrait de tourteaux d’arachide toxiques. 

6. - Extraii de culture sur milieu liquide de 
souches d’A. flavus (CZAPEK et extrait de malt). 

C. - Extrait ale lois, de manioc, (907-906)., 

D. - Extrait de C&ures sur mois en grain. 

,, 

- Difficulté, d’un dosage précis. 
- Hétérogénéité de populations, etc... 

Techniques Utilisé$s : 

* Nous remeicionr vivement M PARODI, chef de 
tmvw~ d’anatomie poihologlque à liEcale Nai~onale 
Vétérinaire d’Alfort, d’avoir bien voulu examiner les 
préporcitions histologiques. 

Pour la plupart d’entre elles, ces techniques 
sont déjà détaillées (dans leur,forme standard) 
par les auteurs ,anglbis. La photographie ,des 
chromatogrammes’ qui constitue une-‘technique 
originale set-a seule précisée: ‘i 
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7~ Chromofogrophie sur papier : ” 

La méthode rapide utll’+e pour les +& 
bruts permet de répqndre si ou! ou, ?D,R, on 
peut penser à la présence d’aflatoxine. 

Les chromatogrommes sont effectués dans des 
chromatotubes PLEUGER. par, la méihode 
ascendante avec les solvants : 

- Système1 : Butanol, eau. acide @que 
(20’: 1 : 19). ” 

- Système 2 : Chlorof?rmé. méthaM(95 : 5) 

Pour le solvant 1. la saturation de la cuve 
s’effectue avec la phase inférieure et le dévelop- 
pement avec la phase supérieure à la ,te,mpe- 
roturede240C.Cedéveloppementdure20heures. 
sur papier Whatmon no 1 ‘en band,e’,de 30 mm, 
de large sur 550 mn- de haut, le dépôt s’effec- 
tuant à 60 mm du bas de la bande et à 30 mm 
du ,niveau de départ du solvant. 

Avec,le iolvant 2, saturation et développement 
sont effectués avec la même phase et durent 
respectivement 1 heure et 3 heures 30. 

Quel que soit le solvant, on sèche à 1000 C pen- 
dant 20 minutes. La lecture est effectuée dans 
la journée sous une lampe g+ratrice d’ultra- 
violet autour de 350 rnp en un lieu peu éclairé. 
On repère immédiatement au crayon les taches 
fluorescentes pour détermlner les RF et on note 
I’intenslté de la fluorescence ainsi que sa colo- 
ration. La seule véritable difficulté rencontrée 
avec cet appareillage est de ‘placer correcte- 
ment la bande de papier pour que non seulement 
elle ne touche absolument pas les parois en 
verre, mais encore qu’elle leur soit parallèle. 

20 Chromolographie sur couche mince : 

Les supports sont étables avec l’applicateur 
<<Camag>> sur plaque de verre 10 x 20 ou 
5 x 20 en couche allant de 0.30 à 0,65 mm 
d’épaisseur. Les supports ont été I’alumine et le 
gel de s111ce Camag avec et sons hant. le Kiesel- 
guhr et la poudre de cellulose PLEUGER. 

Lors de chaque expérwnce. les plaques étaient 
activées par chauffage à IOOoC pendant 1 heure. 
mais auparavant elles séchaient à l’air pen- 
dant un temps suffisanf pour qu’aucune cra- 
quelure ne survienne durant le passage à l’étuve 
(de 30 minutes 0 1 heure). Après 30 minutes 

de refroidissement~,elles sétouwww.ot,d,ans yn 
dessiccateur sous vide (lOmz torr) pendant QU 
moins 10 heures:’ 

‘Le dépôt des échantillons se fcxt, avec des 
micropipettes de précwon en évitant le contact 
avec la surfaGe de.lp,c,ouche mince qui doit res- 
ter parfaitement ‘plane et sans aucune irrégu- 
larité. i 

Pour les plaque< i0 x 20. 4 échantillons par 
Plaq~ue qu moximu’i sont +Posés, ce qui Permet 
d’&viter les effets dk’bords ainsi que les,interac- 
tiens entre les zones de migr&&s. ” ,’ 

‘, ,, 
Un, point’ très impoctqnt est 111 sa!uration 

préalable des couches m,nces dans I.a cuve où 
ours heu le d&eloppe~ent. Cette saturation 
doit durer. suffisamment, longtemps ,pour êtrg 
co.mplète, mais on ,doit à tout prix ,évi!gr ,de la 
prolonger tyop..ce,,qui amene des perturba$ns 
importantes dans 1~ migration des const,ituants 
des échantillons. Aveç une cuve Shan$on. ,à 
220 C, à l’abri de @ut ,c,oura?t d’air et en grais- 
sant abondampevt le couver+ rodé, la satu- 
rotlon est faite en 20 minutes exactement. Déjà, 
pour 30 minutes de saturation, des perturba- 
t1ons sont notées. 

Pour le solvant 1, la migration était stoppée 
à 9.5 cm de la ligne de dépôt des échantillons, 
puis on séchait à 800 en étuve ventilée pendant 
1 heure. La migration était de 10 cm pour les 
solvants 2 et 3 (éther-méthanol 95 : 5) : leséchage 
s’effectuait à 1000 C pour le solvant 2 et à.l’air 
libre pour le solvant 3. Le choix du solvant de 
l’échantillon doit être effectué avec sa”, en 
fonction du système utilisé pour le développe- 
menf ; après dessiccation de l’échantillon il éioit 
repris par du chloroforme pour le système 2 
et de l’éther dans le cas du systeme 3. 

La lecture était identique à celle des chromo- 
togrammes sur papier, avec l’inconvénient de 
ne pas pouvoir dessiner facilement les taches 
fluorescentes pour leur repérage ktérieur. 
II faut en effet lire rapldement le’résbltot car 
au bout de 7 jours II y  a une diminution très 
importante de la fluorescence. Les ~mesures 
de RF sont donc effectuées dans ce cas Immédla- 
tement sous la lampe 0 ultra wolet : une fois la 
technique de prise de vue mise au point des 
photographles en couleur des plaques ont été 
systématiquement faites. 
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30- Chromoiogrophie sur colonne : 

Le protocole maintenant classique de’ SEAR- 
GEANT (30) a été suivi, en utilis,ant I’alumine 
neutre Prolabo. 

40 Photographie des chromofogrammes: 

Pour que les clichés soient intéressants. ils 
devaient satisfaire aux conditions essentielles 
suivantes : reproduire de façon satisfaisante 
les couleurs et l’intensité relative des différentes 
taches fluorescentes sur les chromatogrammes. 
II est en effet des plus importants de pouvoir 
comparer des chromatogrammes effectués à 
des époques’difféientes. 

matogrammes sur plaques JOx20, en opérant 
1 qui permet de cguvrir, le champ total des chro- 

avec une~distance objet-plan du film dk 31 cm. 
On obtient une repréientation &ssi exacte que 
possible des couleurs en arrêtant la lumière 
ultra violette réfléchie por trois filtres associés 
ou non, 1 filtre Kodak-Wratien 1 A et 2 filtres 
K. W. 2 B. 

Ces filtres 76.2 x 76.2 mm, difficiles à présen- 

Un dispositif très simple que tout labora- 
toire équipé d’une lampe à ultraviolet mobile 
et orientable peut réaliser (fig. 3) o été utilisé. 

Il fallait prendre des clichés d’ensemble qui 
rendent ou minimum les mêmes services que 
la conservailon des plaques de chromato- 
grammes. A cet effet, nous utilisons un appareil 
de prise de vue muni d’un objectif Planar 2 : 50 

ter isolésdevantI’objectif,sontmaintenus dans une 
seule monture profe+onnelle K. no 2 (76 x 76) 
en ne serrant pas à fond le cadre de plastique 
pour éviter la formation d’anneaux de NEW- 
TON entre les surfaces de gélatine en contact. 
Le tout est glissé dans le porte-filtre K. no 2 
muni d’u.n pare-sole11 qui joue ici un rôle impor- 
tant en éliminant les fortes fluorescences para- 
sites suscitées par la source d’ultraviolet. Rap- 
pelons à’ce sujet que les blouses sont fortement 
fluorescentes, il convient, donc de se maintenir 
éloigné de la plaque ou moment de la prise de 
““e. 

Le problème résolu n’était pas l’élimination 
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mai; :Je ,&ire disparaître la dominante bleu- 
viol.$e:qui voile entièrement la pellicule en bleu 
S~~IS filtrage correct. Nous devons aussi signaler 
le fdit que’l’émission fluorescente est très faible 
compiqrée au rayonnement de la lampe U. V. 

Le$ caractéristiques du tube émetteur sont 
réunfias fig. 1. C’est un tube «Sylvania germi- 
cidalru G. 8 T. 5, 8 W .avec un filtre Schott 
et Gem U. G. 5. La répartition spectrale de la 
sourc$ (fig. 2) est suffisamment &r& pour 
,qulo~n~puisse parler d’une excitation de la fluo- 
resceflce 0 350 rnk On pourrait croire que le 
ch& du type de pellicule utilisée serait à faire 
ou moyen d’une mesure thermocolorimétrique : 
mais d’une part la source d’ultraviolet n’émet 
de2?@iations que dans une bande étroite de 
lon@~~r d’onde, d’autre pa,rt l’usage d’un 
thet?mocolorirn&e avec une source de lumière 
non’ incandescente est particulièrement déhcat. 
Pourtant des mesures faites à 2 cm du filtre 
Us’! ont donné 174 mireds, soit la ri&ne valeur 
qwpour la lumière du jour. II ne peu+ s’agir là 
que d’une Simple councidence, mois il est certain 
que ce sont les pellicules type lumière du jour 
qui ont donné entière satisfaction. 

Les prises de vues se font ,dans l’obscurité 
totale. L’axe de la source étant disposé immuo- 
‘blement à 15 cm du centre du chromotogramme 
et en utihsant des pellicules Kodachrome II 
type lumière du JOUT (filtrage 1 A +2 x 2 B, 
émulsion, 186-7) de 25 ASA, la pose a varié 
de 80 0 100 secondes selon la distance objet-plan 
du film (80 secondes pour 31 cm) avec un dia- 
phragme de 5,6. 

rondesavec un filtrage moins Imporioni : 2 x 2 B 
seulement (1 setonde pour 31 cm). 

L’ifltérêt d’un diaphragme relativement fermé 
réside dans la grande marge ainsi lassée pour 
lé réglage-du parallélisme entre l’objet et le 
plan du film. La mise au point télémétrlque est 
bbligatoirement effectuée à la lumière artifi- 
cielle sous un éclairage d’au moins 50 I~X. Le 
flux d’ultraviolet est important : 400 Iux à 17 cm 
de l’axe du iube, mesurés avec le filtre UG 5. 

Les spots trop faibles ne peuveni pasêtrerévé- 
és car un temps de pose exagéré amène des 
jominantes jaunes qui nulsent à I’interpréta- 
mn du cllche. 

La pellicule Ektachrome l-l S. type lumière 
du jour.’ émulsion 462.3 (en 35 mm aussi, 
sensibilité 160 A. S. A.) qui pr&ente l’avantage 

,de pouvoir être développée sur le champ o été 
utilisée avec succès. Toutes les autres condition? 

4tant inchangées il fout poser de 0,5 à 2 se- 

Les résuIt& obtenus sont satisfaisants surtout 
3our les clichés Ektachrome’ qui permettent 
âne meilleure restituhon des teintes dé la fluo- 
.ësc&ce observée à I’œil nu. En porticulw. 
>n parvient à approcher la teinte du spot bleu- 
Met de I’aflatoxme B. Celui-ci’a malheureu- 
cernent une couleur assez voisine de celle de la 
:ouche mince sous lumière ultrowolet!e. 

Ce problèmecontinue à être éiudié pour par- 
Tenir à restituer exactement les couleurs obser- 
&es en laissant à la médiocrè appréciation vi- 

;uelie des nuances dans les bleu-violet intenses 

2.45 
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Fig. 3. - Disporltifde prose de vues en éclairage ultrov~olet. 

la part qui lui revient dons la différence cons- RÉSULTATS 
tatée entre ce qui est vu et ce qui est photogro- 
phié 10 Extraction fin+ do fou&& d’arachide ef 

Par contre la pellicule Kodachrome II trans- conlrôle par chromof~graphie sur papier de A 

forme ici les spots en verts variés, à cause du (extrait de tourteau d’arachidg toxlqw). 

filtrage 2 B Imposé : à la lumière des résul- L’extrait brut A révèle par chromatographie 
tots obtenu& avec la pellicule Ektachrome. un directe sur paper en solvant 1 deux taches for- 
temps de pose très inférieur de l’ordre de 8 tement fiuorgscentes, dont l’une bleue-violette 
à 10 secondes,devrait permettre d’obtenir une de RF moyen égal à 0.58 (sur 8 chromatogram-. 
meilleure restitution des teintes avec le Kodo- mes) corres,pqnd au ,spot de I’aflotoxine. Avec le. 
chrome ,lI, solvant 2 on n’obtient qu’une tache de RE moyen,, 

II serait particulièrement intéressant de se égal 0 0,90 donc sons signification précise. 
servir des clichés pour effectuer des mesures en C’est sur 3 g de ;Cet échant,illon, A que nous 
photométrie directe ; on obtiendrait ainsi un avons réalisé l’extraction chloroformique ter- 
graphique analogue aux densitogrammes de minale. 
I’électrophorèse. L’extrait brut A présenté l’aspect d’un liquide 

Cette méthode est tout à fait générale et peut très v,isqueux,noir-brun, à odeur forte et, acre, 
permettre de très ,nombreux tests,pour d:autres très hétérogène dès la fin des, extractions 
substances fluorescentes que I’oflatoxine isolées, préliminaires. .ce qui ne convient, pas po,ur 
par n’importe quelle méthpde. ; ,, une prise d’échantillon homogène., II a été 
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rems mr de I’éthanol absolu oui le solubilise tion 1 : les 10 premiers millilitres sortant de la 
parfaitement et permet d’obtenir un iiquide 
très wsqueux mois d’une homogénéité pers~s- 
tant après évaporation de I’éthanol. 

colonne après so mise en charge en sont exempts. 

Ceci prouveraIt soit un changement de la 
structure externe des molécules d’aflatoxine 
sous l’influence de ce solvant, sans pour autant 
modifier les résultats des chromotogrammes, soit 
un changement de ce qui accompagne /a toxine 
dans les extralis. 

On élue alors par 100 ml du mélange chioro- 
forme, méthanol (95 : 5). L’éluat montre 2 taches 
de, fluorescence caractéristique dont l’une de 
RF égal à 0.64. 

Aux 3 g d’extrait A homogénéis6, 5 ml d’eau 
puis 15 ml de chloroforme sont ajoutés : le mé-~ 
lange est agité pendant 20 minutes, puis laissé 
ou repos pendant 15 mn. Deux ‘couches se 
forment dont I’infCrieure. homogène, consiltue 
le Ier extrait chloroformique et la supérieure, 
hétérogène. marron clair et trouble représente 
le Ier extrait aqueux que l’on traite à nouveau 
de la même manière avec 15 ml de chloro- 
forme R. P. Ceci permet d’obtenir en défimtive 
(fig. 4) : 

10 Ier extrait CHCL,. 

20 2e extrait CHU, 

30 Résidu aqueux final. 

Ces trois solutions ont été testées par chro- 
matograghie sur papier pour vérifier la bonne 
extraction de I’aflatoxine. Le Ier extrait chlo- 
roformique en solvant 1 donne deux taches 

fluorescentes migrant bien, dont l’une de RF 
égal à 0.63 est bleue-violette. La migration 
s’effectue ici sons traînée différant en cela de 
l’extrait brut initial A ; les taches étant beaucoup 
moins allongées, la détermination de leur RF 
est plus précise. 

Les solutions 2 et 3 ne révèlent aucune ioche 
lisible par cette techmque; en couche mince, 
des traces de fluorescence sont cependant obser- 
vées. 

Ce début de purification semble donc intéres- 
sant puisque des fractions fluorescenies non 
significatives soni éliminées et qué l’on améliore 
ainsi la mise en évidence ‘de celles qui restent 
dans l’extrait 1 : celui-ci contient la quasi-to- 
talité de I’aflatoxine révélée selon ceite méthode. 

La solution 1 (fig. 4) est reprise et passée 
sur une colonne d’alumine neutre activée Pro- 
labo (10 g pour 10 ml d’extrait 1). On con- 
fraie qu’il n’y o aucune perte en aflatoxine lors 
de la charge de la colonne par les 10 ml de SO~U- 

Cet éluat desséché puis reprfs par 10 ml de 
CHCI, révèle les mêmes taches, dont celle de RF 
égal à 0,64. La technique de purificotlon utilisée 
nous paraît donc très satisfaisante, peut-être 
pourrait-on l’améliorer du point de vue du 
rendement en afloioxine en ce qui concerne 
l’échantillon A. 

20 Chromotogrophie sur papier des auires échan- 
1illons. 

Echonfillon B (extraii des cultures sur miiieu 
liquide). 

Les deux cultures révélaient 1 tache fluores- 
cent: bleue-violette de RF égal 0 0,082 qui ne 
peut être retenue comme valable 

II peui donc êire conclu soit que I’aflatowne 
était absente des cultures ou existait 50”s une 
forme différente de celle que l’on rencontre 
dons les tourieaux avariés. Nous reparlerons 
de ces échantillons B, C et D plus loin. 

EchanfillonsCet D(extroitsdeslotsde manioc). 

Les manipulations ont été exécutées dans 
ces essm sur des exfraits non dégralssés. 

Le 906 révèle seulement une traînée, le 907 
une large tache très moyennement fluorescente 
de RF égal à 0.56. 

Nos concIus~ons seront donc les mêmes que 
pour les &chantill&s 6, en ce qui concerne la 
chromatographle sur papier seulement, excepté 
pour le manioc moisi 907 qui semble contenir 
un peu d’aflotoxlne. 

De tous les supports utilisés, celui qui o 
permis la fragmentation maximum du’,produit 
est le gel de silice avec liani « Comag » qui 
permet d’identifier 3 taches et 7 raies avec le Ier 
éluat de la colonne ~d’alumine repris pai du 
chloroforme. Avec le syst&ne de solvant 2 on 
obtient ainsi 2 raies mfnces de fluorèscence bleue 
très intense et de Rp 0,48 et 0.55 et deux autres 
un peu plus floues, de fluorescence intense 
verte dont les Rp sont de 0.67 et 0,75. Les cher- 
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[Extrait brut hok;:, A391 

A 
Phase aqueuse restduelle 

Extrait CHCLJ (0 

cheurs du T. P. 1. ont abouti, pour leur part, ou 
choix du même support. 

Les travaux an$oii per’mettent de penser @‘il 
s’agit là des aflatpxines G et B. ainsi mises en 
évidence assez simplement. Cette technique a 
permis de préciser l’effet de dose et aussi de 
suivre au cours des manipulations. en par- 
ticulier après :Passage sur la colonne d’olumine 
neutre, le comportement ,des fractions obte- 
nues (fig. 4). 

oj Echantillons A (tourteoù d’aralhidetoxlque); 

En ce qui concerne l’effet de dose, pour une 

épaisseur de couche de 0.60 mm. on remorque 
(planche de photographies) peu de modifica- 
tions pour l’extrait brut. les meilleures sépara- 
tions étant obtenues pour 10 et 1,s ~1 d’échantil- 
lon (photographie no 3). ‘Pour le premier éluat 
chloroformique de la colonne on obtient WSSI 
la meilleure résolution avec 10 et 15 pl. mais 
dans ces cas. avec 45 $uI la séparption devient 
très mauv&e (photographi,e no 2), 

Pour mieux suivre l’extraction chloroformique 
de A (figure na 4), le ‘le’ extrait chloroformique 
ainsi que la première phase aqueuse résiduelle, 
ont été comparés à cet extrqit b,rut A (phoiogra- 
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PhotographIe “0 1 

Deux loier de canetons de 10 2e expérience, qui ion+ 

morts le + jour après avoir reçu 1 g de iourieou cam- 

plet le le* jour, 2 g les 2 e+ 3e ]“UT, 3.5 g le 40 jour, L’un 

présente une dégénérescence otrophique d’ouian+ plus 

évidente Ici, que Vautre monire une dégénérercence 

hyperiraphique. 

Photographie no 2 

ClIché EkIachrome H. 5. Type Lumière du Jour 

Echont,Ilons déposés : 

C 45 ul du le* élua+ chloroformique de 10 

COlO”WS RF = 0.52 

B 30 pl du I”i éluai rhlorofarmique de Iu 

Colo”“e RF. = 0,4x 

A 15~1 du le1 élua+ chloroformique de 10 

colome Ra = 0.10 

Effet de dore sur le Ier éIuat chloroformique de ,a 

colonne d’olumine neutre. On peu, remarquer ,a bonne 

résolution pour le dépôt de 15 FI (ligne A). La tache 

fluorescente bleue caractérisant selon Ier divers auieurs 

I’aflataxine es+ hachurée ei entourée de traits pleins 

Les RF qui sont indiqués correspondent à ce rpot. 

Photographie ,a 3 

Cliché Kodochrome 11 Type Lumière du Jour, 

Echantillons déparés : 

D 20 @I exiraii brut A RF = 0.57 
C 15 pl exh,, bru, A RP = 0,55 
B 10 ,tiLI mirait brut A RF = 0.55 

A 5 ~1 exIroi+ bru+ A RP = 0,55 

Effet de dore SUT I’extrait brut A provenant du ,ouï,eau 

toxique de Madogazcar. 

La résolution r’améliore de D en A au fur et 0 mesure 

que diminue 10 dose d’exirait déposée. 

Photographie no 5 

ClIché Ektochrcme H. 5. Type Lumière du Jour. 

EchanliIIons déposés : 

D 20 ~1 du 3eéluut é:hanolique de la colonne 

d’olumine RT = 0.34 

C 20~1 du ‘Ier élua, chloroiormique d’une 

colonne d’alumine chargée de 

0.5 g d’extraii brut A RF = 0.50 

B 20 61 du Ier élua+ chloroformique d’une 

cobnne d’oIumine char@ de 3 g 

d’extroit brut A RP = 0.50 

A 20 pl d’exirait bru+ A RF = 0.55 

Inférêt du parrage SUT colonne d’alumine neutre Pro- 

labo ef bilan des fractions obfenuer. 

On remarque wrtout que +ou+e ,a wbriance fluore~. 

cenie se retrouve dom les 100 premiers ml d’éluat chlora- 

formique (lignes B et C). Dans les 100 ml d’éthanal sui- 

vant (ligne D) on relro~ve der fraci~ons retenues par io 

colonne. II faut O”S~, noter que ie,on ,a charge de ,a 

colonne d’alumine en extrait brut A, an purifie PIUS ou 

moins en prtncipe Iaxique : ligne C an avait mis O,5 g 

d’extralt Asur la colonne d’aiumine et ligne B 3 g, Ia puri- 

fication ez+ bien meilleure en ligne C avec seulemeni 

0,5g d’extraNi brutApour10g d’olumine neuire. 

Photographie no 4 

Cliché EIkiachrome H. 5. Type Lumière du Jour. 

Echoniillons déparés : 

C 20 &LI du ‘ICI exiraii chIoroiarmique RF = 0.52 

B 20 p. de lo ‘Ire phare aqueuse résidwle RF = 0,38 

A 20 pl d’exiroit brut A RP = 0,48 

Intérêt de la première exfraction chloroformique de 

l’extrait bru+ A ovont le passage SU~ 1~1 colonne d’olumine 

neutre. 

On remarquero pariiculièrement la très caible quantité 

de rubstance iluorercenie présente dans ,a phase aqueuse. 

Pha+ograph,e no 6 

Cliché Ektachrome H. 5. Type Lumière du Jour. 

Echaniillcns déposes : 

C 20~1 du ‘le* éIua+ chloroformique d’une 

colonne d’olumine chargée de 3 g 

d’exirait A Rr = 0,54 

B 20 pI d’extrait chloroiormique de /a I~I- 

iure no 3 d’Aflavus sur nus groin RF = 0,56 

A 20 FI d’extra,+ chlorofcrmique de manioc 

rnolsi no 92 RB = 0,55 

Recherche d’oflotoxine dans des échontlllons divers 

par la méthode de recherche de Ia fluorercence. 

La forte intensité de la iluorescenre dons I’extroit de 

culture du mc11s grain es+ particultèrement in+&rerson+e. 
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Photographie “” 1 

A 

D C 

C 
Et 

B 

Photographie n’ 3 Photographie no 4 

D 

C 

B 

A 

C 

Photographie n” 5 
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ERRATUM 

Caris l’article paru dans le no 1 (1964), pages 23-33 : 
« Recherches immunologiques sur la pérlpneumonie » 

par A. PROVOST ei Col., le tableau IX comporte une 
erreur : 

Dansla 2e colonne lestermes «Antisérum» et «Antigène» 
ont été Inversés. 

Au lieu de « Antisérum » Irre « Antigène » 
Au lieu de « Antigène » lire « Antisérum » 
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LES ZOONOSES 

HELMINTHIQU~S 

Un volume (16x25), 390 pages, 154 figures. 1964 Cartonné. 70 F 

A côté des Zoonoses bactériennes et virales, les Zocnoses parasitaires pren- 

nent une place de plus en plus reconnue. Parmi celles-ci, les Zoonoses helmin- 
tiques sont, sans aucun doute, les plus importantes de par leur fréquence ef 
la gravité de certaines d’entr’elles. 

L’étude qu’en présente le Professeur J. EUZÉBY s’inscrit dans le cadre du 
Précis d’helminthologie clinique que l’auteur a entieptis de rédiger. L’o.~vrage 
est avant tout consacré à I’épidémiologie, à I’étiologie et aux mesures générales 
de prophylaxie des Zoonoses heùninthtques, étiudiées d’abord sur le plan ana- 
lytique, puis pr&se&es d’un point de vue synthétique. II s’adresse aussi bien 
BUX Médecins ~U’BUX Vétérinaires et flux faqon génér&, à tous les Épidé- 
miologistes. 

INTRODUCTION - REMARQUES SUR LES SCHÉMAS DES CYCLES 

ÉVOLUTIFS - ETUDE ANALYTIQUE DES ZOONOSES I-IEL~IINTHIQUES. 

A. - Nématodoses. B. - Acanthocéphaloses. C. - Cestodes. D. - Tréma- 
todoses. EXPOSÉ SYNTHÉTIQUE DES ZOONOS& HELMINTHIQUES - 

Les types cliniques et anatomiques des helminthoses d’origine animale. 

Étiologie et épidémiologie générale des helminthoses humaines d’origine 

animale. Les règles générales de la prophylaxie des helminthoses humaines 
d’origine animale. 

XI 
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phie no 4). On voit usément l’effet purificateur 
de ce solvant et la faible teneur en aflatoxjne 
de,I’extrait aqueux, ; celle-ci provient d’ailleurs 
de la saturation de la phase aqueuse en chloro- 
forme ayant dissout de la toxine. 

Sur la photographie na 5. à I:&rait brut et 
au troisième éluat. sont comparés deux pre- 
miers éluats de colonne relatifs à 3 g (ligne B) 
et 0,5 g (ligne C) d’extrait brut. Une différence 
importante peut êlre mise en évidence non pas 
dans les RF, qui changent peu, mais dans le 
nombre de spots fluorescents quand la colonne 
est surchargée :‘il passe certaines impuretés qui 
autreme?t peuvent être retenues. Pour OS5 g 
d’ektrait biut, la correspondance qualitative 
entre les fractions du Ier et du dernier élut est 
bonne. On vérifie que seul le premier éluat 
chloroformique contient la mojoritb de I’afla- 
toxine ; en effet, le 2e éluat chloroformique 
ne révèle aucun spot fluorescent. Le 3e éluat 
obtenu ,avec 100 ml d’éthanol absolu permet 
une récupératio,n facile des constittiants fixés 5tir 
la colonne. 

Dans tous ces résultats, seules ont été retenues 
comme, significatives de la présemrd’aflatoxine 
les taches bleues-violettes de RF compris entre 
0.6 et 0.5 (avec le solvant 2 et seulement dans 
le cas de la chromatographie en couche mince). 

b) Pour les échantillons B (extrolts de cul- 
ture en milieu liquide) au contraire de ce qui 
était observé sur papier, était notée, une tache 
bleue-violette. de Rp égal à 0.51 peu intense 
mais caractéristique de I’aflatoxine. 

c) Pour les khantillons C aussi (maniocSmoisi) 
était obtenue une tache de RA égal 0 0,55 bleu- 
violet dont la fluorescence pourrait être notée 
avec deux croix, selon les notations usuelles 
(Photographie no 6, ligne A). Des extraits bruts 
non dégraIssé dans les premières phases de 
l’extraction peuvent donc être utilisés. mais il faut 
absolument les reprendre dans le chloroforme 
après dessiccation pour obtenir une mlgrotlon 
normale par chromatographie en couche mince 
(solvant IV 2). 

d) Les extraits chloroformiques de chacun qes 
échanflllons D (culiure sut’ mois). o?t montré 
une fluorescence blw+violetie très intense (5 +) 
de RR kgal à 0,56 (photographie no 6. ligne 6). 

Celte culture semblait donc riche en produits 
toxiques. du seul point de vue du test de fluo- 
rescence. 

COMMENTAIRES ET CONCLUSIONS 

II est certainement prématuré de tirer des 
conclusions définitives ou même trop générales 
de ces quelques expériences. II est néanmoins 
possible de ‘foiré quelqu& constatations, qui 
pourront servir pour les recherches ultérieures. 

10 De5 canetons peuvent survivre à des doses 
d’extrait brut obtenu par traitement de5 tour- 
teaux ou méthanol correspondant à des quan- 
tités énormes de tourteau toxique. tandis que 
d’autres meurent par ,ingesiion d’une quantité 
de tourteau complet vingt fois moindre. 

L’homogénéisation des extraits permet de 
réduire notablement sans toutefois la supprimer 
cette différence de dose mortelle entre l’extrait 
brut et le tourteau complet. 

Pourrait-on incriminer Id technique d’ex- 
tradion ? N’entMneroit-elle pas la toialité de 
I’aflatoxine ? Ou modifierait-elle so stwcture ? 
Autant de questions qui rest,ent sons réponse, 
pour le moment, de mêine que celle de savoir 
si les tourteaux contiennent ou non d’autres 
substances toxiques non extraites par les 
méthodes « classiques ». 

Le solvant d’extraction mériterait à lui seul 
‘d’itiportarites recherches visant à déterminer 
celui qui retiendrait le plus d’oflatoxine et le 
moins d’impuretés. 

20 Les résultats obtenus avec les cultures 
semblent assez décourageants du moins si l’on 
emplae exclusivement le test biologique pour 
la détection de la toxine en s’en tenant 0 la 
mortahté enregistrée. 

Par contre, le test de fluorescence permet de 
révéler la présence de quantité notable d’afla- 

.toxine, ce qui est particullèr&ment net avec !a 

culture sur mais. 

30 II semble aussi que la production d’afla- 
toxine varie avec les souches d’Aspergillu5, 
qui pourraient sans doute se ciosser selon leur 
toxicifé ; la conservation des souches, la sélec- 

Retour au menu



tion des mutants très toxiques et les milieux 
« révélateurs » du pouvoir toxigène constituent 
des domaines de recherches des plus intéres- 
sants. 

40 Extraction finale : 

Le protocole Iltilisé ici et mis au point par les 
chercheurs du T P. 1. semble tout à fait sotisfai- 
sant ; une nouvelle méthode o cependant vu le 
jour, décrite par NESHEIM (39) qui utilise une 
colonne de céllte. La manipulation, légèrement 
plus délicate, amélioreraIt sensiblement les 
rendements en aflatoxine. 

50 Fluorescence : 

Nous considérons maintenant la chromoto- 
graphie sur papier comme nettement insuffi- 
sante pour révéler I’aflatoxlne et nous lui 
préférons la technique en couche mince beau- 
coup plus sensible et auss~ plus fidèle ,sf l’on 
s’entoure de grondes précautions pour réaliser 
un protocole rigoureusement identique. II faut 
toujours garder présent à l’esprit que de très 
faibles changements dans les conditions expéri- 
mentales se traduisent sûrement par d’impor- 
tantes perturbations dans les migrations. 

On notera le parallélisme qui existe dans 
nos expériences entre les deux tests, biologique 
et de ,fluorescence quand on s’adresse, aux 

tourteaux toxiques. Pour les cultures sur mals 
II peut sembler’qu!une,discordance Intervienne ; 
dans ce dernier cas. il s’agirait plutôt d’une 
corrélation entre les deux tests, en fait l’examen 
histologique des foies des canetons sacrifiés a 
montré des phénomènes dégénératifs très nets 
et une cirrhose débutante possédant les caroc- 
tères habituels des cirrhoses rencontrées chez 
les oiseaux intoxiqués par l’aflatoxine. 

II en ressort que ce maïs moisi contenait bien 
de I’aflatoxine, mais en quantité insuffisante 
pour provoquer, une intoxication aiguë. 

Enfin il faut être particulièrement prudent en 
ce,qui concerne les fausses fluorescences, et on 
ne saurait trop Insistersur la nécessité de réaliser 
des témoins internes au moyen d’aflatoxlne 
purifiée, cristallisée si possible. 

Ces travaux ne représentent qu’un début de 
recherches. Les nombreux programmes conso- 
crés à ce su]et semblent justifiés par l’ampleur 
des conséquences économiques de la présence 
d’aflatoxine dans de nombrwx produits alimen- 
taires, qu’ils soient destinés ~VX animaux ou 
aux humains. 

Insiituf Elevage et Médecrne vétérinaire 
des Pays iropicaux 

ioborofoires centraux de Microbiologie 

Chrmie airmentorre 
Biochimie 

,, 

Ai Ihe 1. E. M. V. T. central Laboratories, fhe wbrkers’ rerear?h abject io 
allow further toxicoloqlcal ond pharmocolaqical rtudies. Different aflotoxin 
formattons are conri?wed, especioily moize grain cultures thal produced iox~n. 

The extraction methods wlth 011 the stages a& ihe means 10 homoqenize 
the raw extracf by obralute ethyl alcohal are indicated ; two tesb oie described 
to deteci loxiaty ond to check ihe deqree of extractmn and purification : a blolo- 
gical test on ducklings ond c1 phyru-chemfcal +er+ by fluorescence of+er chromo- 

toqrophlc-onolyrls Wiih a simple meihod, ihe fluorescent chromatoqroms are 
photogrophed and the authors ret exampler of th/r &rrying out. The ;erults 

This technlc is par~icularly effective ossociated with thin loyer >hromoiriqia- 
phic-anolysis, the meihods of whlch are anolyred iram the peint ai view of the 

rerult reproducibility. By comporison afall fhe dofo, lhe lechnlcr usedforfurther 
researches on Ihir econom~c important subject are perfeding. 
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RES”ME N 

t NVESTIGACIO NES SOBRE LA AFLATOXI NA 

La burquedas hechar en )OS loboratorios cenkles d,e 1. E. M. V. i. 
tenian por objeto permitir estudior toxicolbiicos y farmocologicos uiter~orer. 

Diferenter fventer de oflato2na erthn constderados, particulormente cult~ras 
sobre gronor de mals que producieron la loxino. Se indican 10s méfodos de 

extracci0n con todos IOP estodos y el media paro hacer homogk el extracto 
medionte el eionol absoluto. 

Para determina? la toxicidad y paro regu~r 10s exiracciones y las purifia- 
clones, dos series de pruebar ron dercntas : biolbglca sobre onadones y fts~co- 
quimica por fluorescencio luego de cromotogrofia. Se dercrlbe un método 
simple para fotogrofiar 10s cromalogromos fluprescentes y se dan ejemplor 
de loque esle permite obtener. Ari se puede archiver ios’resuitados oblenidos, 

volverlos visibles en el tiempo. compororlos y eiectuor. mediante proyeccion 
sobre uno pantolla. medidas precisas de RF. 

Esta l6cnlca es porticularmente eficaz ligada con la cromotogrofia cuyar 
modalidoder estan onalirodas derde el punto de wlo de la reproduclibilidod 
de las rerultodos obtenidor. La confrontoci6n de las dotos de todok eshs ona- 

Ii& permite uno mejoro de las técnicas a ul~hzar para investigaciones luturar 
sobre eskarunlo particularmente imporlonte en cuanto a la economto. 
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