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Recherches sur I'aflatoxine

1

Revue des travaux effectués pendant le premier semestre 1964
dans les Laboratoires centraux de I'L E.M, V. T.
par J. P. PETIT, R, RIVIERE, P. PERREAU ef |. PAGOT |

RESUME

Les recherches enireprises aux Laboratoires centraux de I'l. E. M. V. T,
visent & permetire des &tudes foxicologiques ef pharmacologiques ultérieures.
Différentes sources d'aflaioxine sont envisagées, notamment des cultures sur

mais grain qui ont produit de la foxine.

i_es auteyrs indiguent les méthodes d'extractions & tous les stades et le moyen
d'homogénéiser i'exirait brut par de I'éthanol absolu ; pour délecter la toxigité
et suivre les extractrons et les purifications, ils exposent en détail deux épreuves :
biologique sur canetons et physico-chimique par fluorescence aprés chroma-
tographie. lis décrivent une méthode simple pour photographier les chroma-

togrammes fluorescents et dannent des exemples de ce qu'elle permet d'obtenir.

On peut donc classer les résultats obtenus, les revoir & fout moment, les
comparer et effectuer, par projection sur écran, des mesures précises de Re,

Cette technique est particuliérement efficace, associée d la chromategraphie S
en ¢couche mince dont les modalités sont analysées du point de vue de la repro-

ductibilité des résultals obtenus.

La confroniation des données de foutes ces analyses permet une mise au
point des techniques & utiliser pour des recherches fuluras sur ce sujet parti-

cutiérement important au point de vue économique.

Les laboraioires de 'l E. M. V. T. oni été
amenés a étudier la toxicité des tfourtequx
d’arachides envahis par les moisissures du genre
Aspergillus (A, flavus Link) et contenant leurs
foxines, les aflatoxines, responsables de nom-
breux accidents en pathologie vétérinaire,
nofamment chez les porgs.

Deés 1960, en effet, avait été observée d Mada-
gascar, une maladie enzootique qui, dans
plusieurs élevages importants, décimait les

truies et parfois les verrats. Des mortalités &le-

vées apparurent également en 1962 sur des
porcs en crassance, dgés de 4 & 10 mois (7).
les examens anatomo-pathologiques mon-
traient, dans tous les cas, une atteinte grave
du foie et I'histologie révélait des lésicns de
dégénérescence orientant le diagnostic vers une

infoxication ou une foxi-infection.

'Les recherches faites au Laboratoire Central
de Recherches vétérinaires malgache géré
par F'l. E. M. V. T. permirent d'éliminer les
causes infectieuses -et parasitaires et d'incri-
miner I'alimenfation et plus particulierement
les tourteaux d'arachide, que les éleveurs
introduisaient en quantité trés importante dans
les rations (29, 31, 33).

Les tourfeaux malgaches sont des «expel-
lers » contenant encore prés de 10 p. 100 de
matéres grasses et leur rancissement est rapide ;
le faux excessif d'acides gras polyinsaturés
pouvait &tre rendu responsable des troubles
observés.

Les travaux des chercheurs britanniques
permirent, aprés 1361, d'attnbuer les accidents
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4 la présence d'aflatoxine dans ces tourteaux.

Les recherches des laboratsires centraux de
I'l. E. M. V. T. avaient pour but |'extraction ou
la preduction, puis la purification d'une quan-
tité d'aflatoxine suffisante pour permettre des
études de toxicologie, sur petits
animaux et des analyses sur la nature des
différents composants de cette toxine.

Une application directe de ces recherches
serait, dans I'immédiat, la mise au point d'un
procédé commode de déteclion de I'aflaioxine
dans les produits uhlisés pour I'alimentation
animale, en particulier dans les tfourteaux
d'arachide.

. — SOURCES D’AFLATOXINE

19 Tourteaux : MNous avons utilisé d'abord
des tourteaux d’arachide réputés taxiques. C'est
d'aillevrs 'approvisionnement en un tel maté-
riel qui s'est révélé I'obstacle principal au déve-
loppement des recherches,

Celles-ci ont pu commencer grdce a 'arrivée
d'un échantillon de 15 kg en provenance de
Madagascar, ob ce fourteau avait provogqué
des accidents et la mort expérimentale de
canetons.

20 Manioc : Une équipe chargée d'une enquéte
sur les aliments du bétail dans les pays de
I'Afrique occidentale avait également pour
mission de trouver des produits contamings
par des moisissures. Elle n'obfin? que deux
échantillens de manioc moisi.

30 Cultures Ces difficultés  d'approvision-
nement rencontrées avec les sources naturelles
d'aflaloxine nous incitérent @ rechercher si des

cultures d'Aspergifius pouvaient fournir des
quantités suffisantes de toxine.

a) Souches d'Aspergillus flavus Link :

— Deux souches furent employées : l'une

provenait de la collection de I'l. R. A. T. 'avire
de Madagascar, isclée a partir du lot de tourteau
toxique sur lequel avait é&té déja préleve 'echan-
tillon de 15 kg qui servit aux premiers essais,

© — Toutes deux furent conservées sur gélose
a l'extrait de malt, sans précautions spéciales.

b) Cultures :

1) Sur milieux liquides.

et grands. |

Le milieu classique de CZAPEK a été le pre-
mier expérimenté

6 balions d'un litre ont été ensemences copieu-
sement avec la souche de I'l. R. A, T.; aprés
10 jours & 22-24° C, période au cours de
laquelle plusieurs cycles de fructification s'étaient
effectués en surface, cette culture a été filtrée
et le filtrat s'est révélé non ioxique pour le
caneton, méme aprés une forte concentration
par évaporation (Rotovaper), bien qu'une fluo-
rescence aii &té ensuite décelée.

La méme souche ¢ 'été ensemencée de fagon
identique sur milieu & I'extrait de malt OXOID ;
une culture de 10 jours, trés abondante a été
filtrée, puis concentrée par évaporation.

La chromatographie et I'examen en lumiére
ultra violette montrérent que rette préparation
&tait pauvre en aflatoxine et elle fut abandon-
née,

2) Sur milieux solides,

Aprés ces insuccds la souche de Madagascar
fut demandée au Laboratoirede ' E.M. V. T. &
Tananarive. Elle n'est pas encore passée sur
milieu liquide, car 1l a été jugé préférable,
gvant toute expérimentation, d'éprouver le
caractére foxigéne de ces deux souches en uli-
lisant simplement la culture sur grain de mals,
réputée pour donner une production suffisanie
d'aflatexine (bien que I'extraction en soit ensuite
fastidieuse).

Douze boites de RCUX (pour chague souche)
contenant chacune environ 80 g de mais stéri-
lisé, trés légérement humide, ont &té ensemen-
cées avec une suspension de spores.

L'envahissemeni mycélien et la production
conidienne sont excellenis & condition que les
boites ne sadient bouchées qu'avec un tampen
de gaze assez ldche ; Une aération satisfaisante
est donc indispensable. Aprés une semaine de
culture, les boftes ont 'été autoclavées 30
minutes a 1000 C. ‘

Une parhe des graines a éfé'soumise a l'ex-
traction chloroformique et I'autre partie, des-
tinée & I'alimentation’ de canefons sous forme
de bouillie, a été broyée.

Il. —LES METHODES D'EXTRACTION

'a) Tourteau loxique de Madagascar :
l.a technique du Tropical Products Institute,
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décrite par SARGEANT et ses collaborateurs
fut utiliste (8). Le tourteau délipidé a 'éther,
subit une extraction par le méthanol ; le résidu
obtenu est dilué dans de l'eau distillée et le
mélange subit une 2¢ extraction chloreformique ;
I'extrait noirdtre recueilli aprés évaporation
du solvant est dissous dans un mélange éther
de pétrole-méihanol-eau, puis agité énergi-
quement ef mis & décanter ; la phase métho-
nolique inférieure est fraitée & deux reprises
par de |'éther de péirole, puis évaparée sous
pression réduite.

‘Le résiduv pdteux final, qui constitue I'extrait
brut, trés épais, d'environ 3 g pour 800 g de
tourteau est dilué dans 40 mi d'eau distillée ;
1 ml de la solution correspond a 20 g de tour-
teau. Le produit obienu se présente sous {'aspect
d'une pate assez peu fluide, de couleur noi-
rifre duve 4 la présence en grande quantité
de penfosanes et de polysaccharides extraits
par le méthancl. Cet extrait est peu miscible
¢ l'eau, donne des solutions hétérogénes, con-
tenant des particules inselubles collant au verre.

Cette méthode d’extraction par le méthanal
ne danne pas 'entidre safisfaction et dautres
techniques seront essayées.

b) Manioc moisi :

Les deux échantillons de manioc maoisi oni
&té traités de la méme fagon, mais, le taux de
matiere grasse étant trés faible (moins de
1 p. 100), ils n'ont pas été délipidés. Une fluo-
rescence d'intensité mayenne a pu &fre décelée
par chromatographie.

-¢)'Cultures :

Les deux cultures sur mais ont subi une simple
extraction chloroformique pendant 6 heures
dans-des appareils de SOXHLET. Le solvant est
évaporé sous pression réduite dans un évapo-
rateur rotatif. Le résidu esi dissous dans un
mélange de méthanal et d'éther de pétrale a
parties égales. On ajoute 5 ml d'eau distilice
et on agite fortement, Le tout est mis a décanter
et la couche méthanolique est recueillie. L'extrait
est obtenu par évaporation, sous pression ré-
duite, du méthanel.
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M, — LES EXPERIENCES
SUR CANETONS ;

Les produits suivants ont été testés sur cane-
tons « Pékin» de 2 jours :

— L'extrait brut de tourteau.

— Le tourteau entier.

— Ure cuITure d'A. flavus (souche I. R. A T)
sur milieu de CZAPEK. ,

~— lLes 2 cultures d'A. flavus sur mais en grain.

a) Premiére expérience : !

— 4 canetons ont requ, deux fois par jour
et pendant 7 jours, 2 mi d'une dilution au 1/40
de I'extrait de tourteau, correspondant a 13 g
de tourteau mais ‘e’ mélange n'étaii pas d’une
homogénéité perfaite.

— 4 canetons ont requ, deux fois parf jour,
3 ml de la culture sur CZAPEK. '

Aucune mortalite n'a été observée ef les
8 canetons qinsi gue 2 témoins ont été sacrifiés
le 7¢ jour.

b) Deuxiéme expérignce : |

— 5 canetons ont regu le méme exirdit de
tourteau, mais cefte fois homaogénésé par
addition d'une petite quantité d’éthanol absalu
et dilué au 1/20, chaque mi correspondant @
13 g de tourteau, suivant le protocale suivant :

2 ml le 1T jour, soit ququlent denwron
26 g de iourteau ;

2 fois 2,5 mil les jours suivants, soit |'équiva-
lent d'environ 32 ¢ de tourteau ; 2 canefons sont
morts le 38 jour et les 3 aufres le 4@ jour.

— 5 canetons ont regu du tourteau complet
a raison de 1 g le 1T jour, 2 g les 2¢ ef 38 jours,
3,5 g le 48 jour ; 4 canetons sont morts le 4¢ jour
et le dernier le 5¢ jour.

— .2 témoins ont été sacrifiés le 52 jour.

- ¢) Troisidme expérience
— 7 lots de 5 canetons ont été constitués :
Les deux premiers ont recu les exfraiis’ des

deux cultures sur mais a raison de 2 ml, deux
fois par jour, d'une dilution au 1/10 (2:ml cor-
respondant & 5 g de mais moisi). o

Un sujet est mort le 6% jour et un autre le
10e jour, tous deux appartenaient au lot ne 2
(souche isolée a Madagascar).

Les 8 survivanis ont été sacrifiés le 15¢ jour.
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Les lots n®3 et 4 ont requ de fagon paralléle
du mais contaminé, broyé aprés autociavage
ef n'ayant pas.subi d'exiraction, a raison de
5 g par jour,

Aucune morfalité n'a été observée ; les cane-
tons ont été sacrifiés le 15¢ jour.

Les lots n® 5 et 6 ont regu les mais broyés
ayant subi I"extraction, d raison également de
5 g par jour. lls ont été sacrifiés, les uns le
158 jour, les aufres le 208 jour.

Les examens macroscopiques (photographie
n® 1) des foies ont permis de déceler deux types
de lésions chez les canetons ayant requ le
tourteau, i'extraii de tourfeau, les exiraits de
culture sur mais (2% souche) et le mais entier
{28 souche) :

— Des lésions d'atrophie.

— Des lésions d'hypertrophie avec dégéné-
rescence graisseuse et zones congesfives.

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

Celte expérimentation a donné lleu a deux
observations

Io Les sujets du &€ ot de la 38 expérience
étaient a dage égal (158 jour) nettement plus
gros que les canetons des 6 quires |ots.

Al serait done possible de trouver dans cer-
taines cultures d'A. flavus, des substances favo-
risant Ja croissance. FEst-ce un ou plusieurs
antibictiques comme I'a signalé JACQUET (26)
a propos de I'A. clovatus et WAKSMAN ef ses
collaborateurs & propos des A, funngatus f
clavaius T S'agit-il de facteurs de croissance, par

exemple d'acides aminés synthétisés au cours |

du métabolisme de ce chclmpignon‘? Ces hypo-
théses sont & I'heure actuelle sans confirmation
précise,

20 Ce test biologigue rencontre les obstacles
habituels

— Difficulté. d'un dosage précis.

— Hétérogénéité de populafions, etc...

#* Nous remercions vivement M PARODI, chef de
travaux d'anafomie pathologique & [‘Ecale Nafianale
Veétérinaire d'Alfort, d'avoir bien voulu examiner les
préparations histologiques.

L'admimistrationdes produits foxiques s'avére
assez difficile et Imprécise, car'if est pratigue-
ment impossible lors de. I'adminisiration de
liquides (solutions d'extrars én |'occurrence)
d'éviter les régurgifations inconfrélables, quel-
que soft le volume ingéré. D'autre part, si l'on
veut faire ingérer des produits complets tels
que tourteaux ou farine de mais, on est obligé
de se limiter & de petfites quantités de 'ordre
de guelques grammes.

Le test biologique sur canetons est' donc réali-
sable dans des conditions définies. 1l dépend
directement de frois facteurs principaux : le
mode d'extraction, I'homogénéisation de 'ex-
trait brut et enfin des canetons eux-mémes |
ces problémes seront-discuiés plus loin.

IV. — CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE
ET TESTS DE FLUORESCENCE

La réalisation de la derniere partie de la
purification sur des échantilions dorigines
diverses a permis de précser plusieurs points :

— d'une part, la sélectivité de ['extraction
et I'efficaciié du passage de I'échantillon sur
la colenne d'alumine neutre.

— d'autre part, la technique fixant définitive-
ment I'imagefluorescente, essentiellement fugace,
pour rendre plus couranfes les comparaisons
de chromatogrammes ef plus precises les
mesures de R !

MNous designerons désormais les  extraifs

bruts utilisés ainsi
A. — Extrait de tourteaux d'arachide toxiques.

B. — Exirail de culture sur milieu liquide de
souches d'A. flavus (CZAPEK et extrait de malt).

C. — Extrait de lots de maniog, (307-906).
D. — Extrait de cultures sur mais en grain.

Techniques ufilisées :

Pour la plbpart d’entre elles, ces techniques
sont déja détaillées (dans leur forme standard)
par les auteurs -anglais. La photographie ‘des
chromatogrammes' qui constitue une fechnique
originale sera seule précisée.
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t* Chromaiographie sur papier :

La méthode rapide uhlisée pour les ex’rr'ai;rs
bruts permet de répandre si our ou npp on
peut penser a la présence d'aflatoxine,

Les chromaiogrammes sont effeciués dans des
chromaiotubes PLEUGER, par. la méthode
ascendante avec les solvants -

— Systérne 1 : Butanol, eau, acide dcéﬁ"que
(2001 219, ‘ ' o
— Sysferne 2 : Chloroformé, mefhanol (95 :5)

Pour Ie solvunf 1, la saturation de la cuve
s'effectue avec la phase inférieure et le dévelap-
pement avec la phase supérieure a la fempe-
rature de 240 . Ce développement dure 20 heures,
sur papier Whatman ne 1 en bande de 30 mm
de farge sur 550 mm de haut, le dépbt s'effec-
tuant @ 60 mm du bas de la bande et 4 30 mm
du nivequ de départ du solvant.

Avec le solvant 2, saturation et developpemenf
sont effectués avec la mé&me phase et durent
respectivement 1 heure et 3 heures 30.

Quei que soit le solvani, on séche & 1000 C pen-
dant 20 minutes. La lecture est effectuée dans
la journée sous une lumpe génératrice d'vltra-
viclet autour de 350 mp en un lieu peu éclaire.
On repére immédiatement au crayon les taches
fluorescentes pour déterrminer les R el on nofe
['intensité de la fluorescence ainsi que sa colo-
rafion. 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 parcis en
verre, mais encore qu'elle leur soit paralléle,

20 Chromatographie sur couche mince :

Les supports sont établis avec I'applicateur
« Camag » sur plaque de verre 10 x 20 ou
5 x 20 en couche allant de 0,30 a 0,65 mm
d’épaisseur. Les supporfs ont ¢ I'alumine et le
gel de silice Camag avec et sans hiant, le Kiesel-
guhr ef la poudre de cellulose PLEUGER.

Lors de chague expérience, les plaques étaient
activées par chauffage & 1000 C pendant 1 heure,
mais auparavant eiles séchaient & V'air pen-
dant un temps suffisant pour gu'aucune cra-
quelure ne survienne durant le passage & |"étuve
{de 30 minutes @ 1 heure). Aprés 30 minufes

de refroidissement.. elles séjouenaient. dans un
dessiccateur sous wde (10—2 forr) pendanT au
moins 10 heures.”

‘Le dépst des échantillons se fait avec des
micropipettes de précision en évitant le comfact
avec la surface de la couche mince qui doit res-
ter porfmtemem plane ef sans auvcune |rregu-
larité. Co

Pour les pluques 10 ¢ 20, 4 échantillons par
plaque au mcxtmum sont déposés, ce qui permet
d'éviter les effets de bords qinsi que les, mferuc-
flons enfre Ies Zones de mlgrcmons

Un, pomf Tres lmpor’rqnt est la safurahon
préalable des couches minces dans la cuve ol
aura liev le développement. Cefte saturation
doit durer, suffisamment longtemps pour éfre
compléte, mais on doit & fout prix éviter de lg
prolonger trop. ce qui améne des perturbations
importantes dans |a migration des consfituants
des échantillons, Ave¢ une cuve Shandon, &
220 C, a I'abri de tout courant d’air et en grais-
sant abondammenT le couvercle rodé, la satu-
ration est faife en 20 minutes exactement. Dé€jq,
pour 30 minutes de saturation, des perturba-
tions sont notées.

Pour le solvant 1, fa migration était stoppée
a 9,5 cm de la igne de dépdt des échantillons,
puis on séchait a 80° 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 @ 1000 C pour le solvant 2 et & l'air
libre pour le solvant 3. Le choix du solvant de
I'échantillon doit étre effectué avec soin, en
fonction du systéme ufilisé pour le développe-
ment ; aprés dessiccation de I'échantillon il était

i repris par du chloroforme pour le systéme 2

et de |'éther dans le cas du sysiéme 3,

La lecture était identique d celle des chroma-
togrammes sur papier, avec |'inconvénient de
ne pas pouvolr dessiner facilement les taches
fluorescentes pour leur repérage ultérieur,
Il faut en effet lire rapidement le résultat car
av bout de 7 jours il y a une diminution trés
importante de la fluorescence. Les mesures
de Ry sont done effectuées dans ce cas immédia-
tement sous la lampe a ultra violet ; une fois la
technique de prise de vue mise au point des
photographies en couleur des plagues ont &fé
systémaliquement faites.
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3o Chromaiographie sur colonne :

Le protocole maintenant classique de SEAR-
GEANT (30) a été suivi, en UTI|ISClFIT Ialumlne
neutre F’rolabo

4o Phorographfe des chromatogrammes :

Pour que les clichés soient intéressants, ils
devaient safisfatre aux conditions essenfielles
suivantes : reproduire de fagon satisfaisante
les couleurs et I'intensité relative des différentes
taches fluorescentes sur les chromatogrammes.
Il est en effet des plus importants de pouvoir
comparer des chromatogrammes effectués a
des épogues différentes. o

Un dispositif trés simple que tout labora-
toire équipé d'une lampe a uitraviolet mobhile
et orientable peut réaliser (fig. 3) a été utilisé.

Il fallait prendre des clichés d'ensemble qut
rendent au minimum les mémes services que
la  conservation des plaques de chromato-
grammes, A cet effef, nous utilisons un apparei
de prise de vue muni d'un objectif Planar 2 : 50

320 ma

qui permet de couvrir le champ tofal des chro-
matogrammes sur plaques 10x20, en opérant
avec une-distance obje’r—plan du film de 31 cm.
On obtient une représentation aussi exacte que
possible des couleurs en arrétant la lumiere
ultra violette réflechie par trois filtres associés

! ou non, 1 filtre Kodak-Wratten 1 A et 2 filtres

K. W.2B.

Ces filtres 76,2 x 76,2 mm, difficiles a présen-
ter isolés devant "objectif,sonf maintenus dans une
seule monture professionnelle K, no 2 (76 x 76)
en ne serrant pas A 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 ie parfe-filtre K. n® 2
muni d'un pare-soleil qui joue ici un réle impor-
tant en &liminant les fortes fluorescences para-
sites suscitées par la source d’uliraviolet. Rap-
pelons a'ce sujet que les blouses sont fortement
fluorescentes, il convient donc de se maintenir
éloigné de la plague au moment de lu prise de
YUE,

Le probléme résolu n'était pas I'élimination

Tube B8TSH

144 mm

L Fittre UGS

Jiwmm

//////////////////////

Frg.1 . Dispasition de Ls source o 'ullra. vralet
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dek radiations dans le_prache ultraviolet, déja
en . partie filtrées par les lentilles de I'objeciif
mais ‘de faire disparatire la dominante bleu-
vialefte qui voile entierement la pellicule en bleu
sans filtrage correct. Nous devons avssi signaler
le fdit que T'émission flusrescente est trés faible
comparée au rayonnement de la lampe U. V.
Lgs caractéristiques dv tube émefteur sont
réunies fig. 1. C'est un tube « Sylvanic germi-
cidak» G, 8 T. 5, 8 W avec un filire Schott
et Gem U. G. 5. La répartifion specirale de la
sourcé {fig. 2) est suffisamment étroite pour
qu'en: puisse parler d'une excitation de la fluo-
rescerice d 350 mp. On pourrait croire que le
chaix du type de pellicule ufilisée serqit a faire
au moyen d'une mesure thermocolorimétrique ;
mais d'une part la source d'uliraviolet n'émet
de, rediations que dans une bande étroite de
longueur d'onde, d'autre part V'usage d'un
thermocalorimétre avec une source de lumidre
non incandescenfe est particuligrement délicat.
Poyrtant des mesures faites a 2 cm du filire
UG5 onf donné 174 mireds, soit la mé&me valeur

~ qug-pour la lumiere du jour. Il ne peut s'agir la

que d'une simple cofncidence, mais il est certain
que ¢ sont les pellicules type lumiére du jour
qui ont donné entiére satisfaction.

Les prises de vues se font dans |'obscurité
totale. L'axe de la source étant disposé immua-
Blement & 15 cm du centre du chromatagramme
et en ufilisant des pellicules Kodachrome Il
type lumiére du jour {filtrage 1 A 42 x 2 B,
émulsion 186-7) de 25 ASA, la pose a varié
de 80 a 100 secondes selon la distance objet-plan
du film (80 secondes pour 31 c¢cm) avec un dia-
phragme de 5.6.

L'ir*érét d'un diaphragme relativement fermé
réside dans la grande marge ainsi laissée pour
le réglage-du parallélisme enire l'objet et le
plan du fiim. La mise au point 1#lémétrique est
obligatoirement effectuée a la lumiére artifi-
cielle sous un éclairage d'au mains 50 lux, Le
flux d'ultraviolet est impaortant : 400 lux & 17 em
de l'axe du fube, mesurés avec le filtre UG 5.

La pellicule Ektachrome H. S. type lumiére
du jour, émulsion 462-3 (en 35 mm aqussi,
sensibilité 160 A. 5. A} qui présente I'avantage

-de pouvoir &tre développée sur le champ a été

utilisée avec succés. Toutes les autres conditions

£fant inchangées il faut poser de 0,54 2 se-
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Fig.2  Repartition speclrale e

la source d’'vitra wiolset

condes avec un filirage moins important : 2 X 2 B
seulement (1 setonde pour 31 cm).

Les spots trop faibles ne peuvent pas éfre révé-
lés car un temps de pose exagéré amene des
dominantes jaunes qui nuisent @ l'interpréta-
tion du cliché.’ '

Les résultats obtenus sont satisfaisants surtout
pour les tclichés Ektachrome qui permeftent
une meilleure restituhion des feintes de la fluo-
rescence observée a I'eeil nu. En particuler,
on parvient a approcher la teinte du spat bleu-
viclet de l'aflatoxine B. Celui-ci 'a malheureu-
sement une couleur assez voisine de celle de Ig
couche mince sous lumiére ultravioleite.

Ce probiéme continue 4 étre éfudié pour par-
venir a restituer exactemnent les couleurs obser-
vées en laissant & la médiocre appréciation vi-
suelle des nuances dans les blau-violet intenses
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Fig. 3. — Dispositif de prise de vues en éclairage ultraviolet.

la part qui lui revient dans la différence cons-
fafée entre ce qui est vu et ce qui est photogra-
phié.

Par conire la pellicule Kodachrome |l trans-
forme ici les spots en verts variés, a cause du
filtrage 2 B 1mposé ; a la lumiére des résul-
tats obtenus avec la pellicule Ektachrome, un
temps de pose trés inférieur de {'ordre de 8
a 10 secondes. devrait permetire d'obtenir une
meilleure restifution des teintes avec le Koda-
chrome I,

Il serait particuliérement intéressant de se
servir des clichés pour effectuer des mesures en
photométrie directe ; on obfiendrait ainsi un
graphique analogue aux densitogrammes de
I’électrophorése.

Cette méthode est fout & fait générale et peut
permettre de trés nombreux tests pour dlautres
substances fluorescentes que I'aflatoxine isolées,
par n'importe quelle méthode. ,
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RESULTATS

Te Extraction finale du lourtéau d'arachide et
contrile par chromatographie sur papier de A
(extralt de tourteau d'arachide foxique).

L'extrait brut A révele par chromafegraphie
directe sur papier en solvant 1 deux taches for-
tement fluorescentes, dont I'une bleue-violette
de Ry moyen égal a 0,58 (sur 8 chromatogram-.
mes) correspond au spot de |'aflatoxine. Avec le.
solvant 2 on n'obtient qu'une tache de Ry moyen,
¢gal & 0,90 donc saps signification précise.

C'est sur 3 g de cet échantillan A que nous
avons réalisé i'extraction chloroformique ter-
minale, o

L'extrait brut A présente I'aspect d’un liguide
trés visqueux noir-brun, & odeur forte et acre,
trés hétérogéne dés la fin des extractions
préliminaires, .ce qui ne convient pas pour
une prise d'échuntillon homogéne. || a &té
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repris par de I"éthanol absolu gui le solubilise
parfaitement et permet d'obtemir un liquide
trés visqueux mais d'une homogénéité persis-
tant aprés évaporation de ["éthanol.

Ceci prouverait soit un changement de la
siructure exferne des molécules d'aflatoxine
sous I'influence de ce solvant, sans pour avtant
modifier les résultats des chromatogrammes, soit
un changement de ce qui accaompagne la toxine
dans les extraits.

Aux 3 g d'exirait A homogénéisé, 5 ml d'eau
puis 15 ml de chloroforme sont gjoutés ; le mé-
lange est agité pendant 20 minutes, puis laissé
au repos pendant 15 mn. Deux couches se
forment dont l'inférieure, homogéne, constitue
le 1er extrait chloroformique et la supérieure,
hétérogene, marron clair et trouble représente
le 1er extrait aqueux que |'on traite & nouveau
de la mé&me maniére avec 15 ml de chloro-
forme R. P. Ceci permet d'obtenir en définitive

(fig. 4)
1o et extrait CHCL,,
29 2¢ extrait CHC,.

3o Résidu aqueux final.

Ces trois solutions ont été testées par chro-
matograghie sur papier pour vérifier la bonne
exiraction de ['aflatoxine. Le 1€r exirait chlo-
roformique en solvant 1 donne deux taches
fluorescentes migrant bien, dent 'une de Ry
égal a 0,63 est bleve-violette. La migrafion
s'effectue ic1 sans tralnée différant en cela de
l'extrait brut initial A ; les taches étant beaucoup
moins allongées, la détermination de leur Rp
est plus précise.

Les solutions 2 et 3 ne révélent gucune fache
lisible par cette fechnique; en couche mince,
des traces de fluorescence sont cependant obser-
vees. ‘

Ce début de purification semble daonc intéres-
sant puisque des fractions fluorescenies non
significalives sont éliminées et que 'on améliore
ainsi la mise en évidence 'de celles qui restent
dans l'extrait 1 ; celvi-ci contient la quasi-to-
talité de 'afiatoxine révélée selan cette méthode,

La solutian 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-
frale qu'il n'y @ aucune perte en aflatoxine lors
de ia charge de la colonne par les 10 ml de solu-

tion 1 : les 10 premiers millilitres sortant de la
colonne aprés sa mise en charge en sont exempts.

On élve alors par 100 ml du mélange chloro-
forme, méthanol (95 : 5). L'éluat montre 2 taches
de. fluorescence caractéristique dont !'une de
Rr égal a 0,64.

Cet éluat desséché puis repris par 10 m! de
CHCI, révele les mé&mes taches, dont celle de Ry
égal & 0,64. La technique de purification utilisée
nous parait donc trés satisfaisante, peut-gtre
pourrait-an 'améliorer du point de vue du
rendement en aflatoxine en ce qui concerne
I"échantillon A.

20 Chromaiographie sur papier des auires échan-
tillons.

Echantillon B (extrait des cultures sur milieu
liquide).

Les deuvx cultures révélaient 1 tache fluores-
cente bleve-viplette de Ry égal a 0,082 qui ne
peut étre retenue comme valable.

! peut donc &tre conclu soit que I'aflatoxine
était absente des cultures ou exisiait sous une
forme différente de celle que l'on rencontre
dans les tourteaux avariés. Nous reparlerons
de ces échantillons B, C et D plus loin.

Echaniillons Cet D (extraits des lots de manioc).

Les manipulations ont é#é exécutées dans
ces essais sur des extraits non dégraissés,

Le 906 révéle seulement une trainée, le 07
une large tache frés moyennement fluorescente
de Ry égal a 0,56.

Nos conclusions seront donc les mé&mes que
pour les échantilléns B, en ce qui concerne la
chromatographie sur papier seulement, excepté
pour le manioc moisi 907 qui semble cantenir
un peu d'aflatoxine.

30 Chromaiographie en couche mince.

De tous les supports ufilisés, celut qui a
permis la fragmentation maximum du" produit
est le gel de silice avec liant « Camag» qui
permet d'identifier 3 taches et 7 raies avec le 1er
éluat de la colonne d'alumine repris pat du
chloroforme. Avec le systéme de solvant 2 on
obfient ainsi 2 raies minces de fluorescence bleue
irés intense et de Ry 0,48 et 0,55 et deux avtres
un peu plus floves, de fluorescence intense
verte dont les Ry sont de 0,67 et 0,75, Les cher-
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| Extrait brut homogénsisé A 3g

+ Sml Myt

#15mf CHOLy

Phase aqueuse resrduelfe

w15 mi SHEL;

Phase chlarolirmigue
extrait CHEL;(2)

Residy agueux
finel (3)

108 mf chiorortrmgue

Wi ml chlsraforage

Fig. 4

cheurs du T. P. . ont abouti, pour leur part, av
choix du mé&me support,

Les travaux anglais permettent de penser qu'il
s'agit la des aflatoxines G et B, ainsi mises en
évidence assez simplement. Cetie technique a
permis de préciser |'effet de dose et aussi de
suivre au cours des manipulations, en par-
ticulier aprés .passage sur la colonne d'alumine
neutre, le comportement des fractions aobte-
nues (fig. 4).

a) Echantillons A (fourteay d'aroéhideTOX|que);

En ce qui concerne |'effet de dose, pour une

Phase Chloroformique
Extrait {HCOLs (1)

" Oolonar o ’kfum:ba neufre

liguide de mise en charge .
{contrite )

¥ eluat

2%ejuat

Fome fyat
100af aleoaligue

Schéma de ['extraciion finale

épaisseur de couche de 0,60 mm, on remarque
(planche de photographies) peu de maodifica-
tions pour l'extrait brut, les meilleures sépara-
tions étant obtenues pour 10 et 15 pl d'échantil-
lon (photographie no 3). Pour le premier éluat
chlorofermique de la colonne on obtient qussi
la meilleure résolufion evec 10 et 15 pl, mais
dans ces cas, avec 45 ul la séparation devient
trés mauvaise (photographie ne 2),

Pour mieux suivre |'extraction chloroformique
de A (figure no 4}, le 1er extrait chloroformique
ainsi que la premiére phase aqueuse résiduelle,
ont été comparés d cet exfrait brut A (photogra-
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PLANCHE

]. P. PETIT, R. RIVIERE, P. PERREAU et ]. PAGOT. — Recherches sur Vaflatoxine,




Phetographie n° 1

Deux foies de canetons de la 2¢ expérience, qui sont
moris le 4€ jour aprés avoir requ 1 g de fourfeau com-
plet le 187 jour, 2 g las 2 ef 3¢ jour, 3,5 g le 4 jour. L'un
présenie une dégénérescence afrophique d'autant plus
évidente 1ci, que l'autre montre une dégénérescence
hypertrophigue.

Photographie n? 3

Cliché Kodachrome il Type Lumigre du four.

Echantillons déposés :

D 20 ! extrait brut A Ry == 0,57
C 15 pl extrait brut A Rr= 0,55
B 10 ul extrait brut A Rp = 0,55
A 5wl extrait brut A Re = 0,55

Effet de dose sur I’extrait brut A provenant du lourieau
toxique de Madagascar.

La résolution s'amgliore de D en A ou fur ef & mesure
que diminue la dose d'extrait déposée,

Photographie n? 5

Cliché Ektachrome H. §. Type Lumigre du Jour.

Echantillens dépasés

D 20 i du 32 luat éthanolique de la colonne

d’alumine Re = 0,34
C 20pl du it &luat chleroformique d'une

colonne d'alumine chargée de

0,5 g d'extrait brut A Rrp = 0,50
B 20wl du 1er éluat chloroformique d'une

celonne d'alumine chargge de 3 g

d'extrait brut A Rp = 0,50
A 20 pl d'exirait brut A Re = 0,55

Inférét du passage sur colonne d'alumine neutre Pro-
labo ef bilan des fractions obfenves.

On remarque surfout que foute la substance fluores-
cente se refrouve dans les 100 premiers ml d'éluat chloro-
formique (lignes B et C). Dans les 100 ml d'éthanal sui-
vant (ligne D) on refrouve des fractions retenues par la
colonne. Il faut aussi noter gue selon la charge de lg
colonne d'alumine en extrait brut A, on purifie plus ou
moins en principe ioxique : ligne C on avaii mis 0,5 g
d'extrart A sur la colonne d'alumine et ligne B 3 g, la puri-
fication est bien melilleure en ligne C avec seulement
0,0 g d’exirait brut A pour 10 g d'alumine neutre,
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Photographie n° 2

Cliché Ektachrome H. S. Type Lumigre du Jour

Echantillons déposés :

C 45 ul du 18 &luat chloroformique de la

colonne Ry = 0,52
B 30l du 1er é&luat chlorofermique de la

colonne Rp = 043
A 15 ul du 18T &luat chloroformique de la

colonne Rrp= 0,40

Effet de dose sur le 17 éluat chloroformique de la
colonne d'alumine neutre. On peut remarquer la bonne
résolution pour le dépét de 15 pl (ligne A). La tache
fluorescente bleve caractérisant selon les divers auteurs
I'aflatoxine est hachurée et entourée de traits pleins

Les Ry qui sont indiqués correspandent & ce spot,

Photographie n° 4

Cliché Ektachrome H. S, Type Lumigre du Jour.
Echantillens déposés

C 20 ul du 1°7 extrait chloroformique Rp= 0,52
B 20 pl de [a 17¢ phase aqueuse résidualle Rr = 0,38
A 20 pl d'exirait brut A Rr = 0,48

Intérét de la premiére extraction chloroformique de
I'extrait brut A avantle passage sur la colonne d’alumine
neutre.

On remarquera parliculigrement la trés faible quantité
de substance fluorescente présente dans la phase aqueuse.

Photographie no &

Cliché Ektachrome H. 5. Type Lumire du Jour.
Echantillens déposés :

C 20l du 1ot éluat chloroformique d'une

colonne d’'alumine chargée de 3 g

d'exirait A Rr = 0,54
B 20l d'extrait chloreformique de la cul-

ture no3 d'Aflavus sur mais grain - Rp = 0,56
A 20l d'extrait chlorofermigue de manioc

morsi n® 92 Rr = 0,55

Recherche d’aflatoxine dans des échantillons divers
par la méthede de recherche de la fluorescence.

La forte Intensité de la fluorescence dans !'extrait de
culture du mais grain est particulizrement intéressante.
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Photographie n® 1

Photographie n¢ 3 Photegraphie n° 4

- Front du solvant

D c
C
B
B Il
A A

Photographie n" 5 Photographie n° 6
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ERRATUM

Cans 'article paru dans le n® 1 (1964), pages 23-33

« Recherches immunologiques sur la péripneumonie »
par A. PROVOST et Col., le tableau X comporte une
erreur

Dansla 28 colonne lestermes « Antisérum» et « Antigéne »
ont été 1nverses,

Au lieu de « Antisérum » lire « Antigéne »
Au lieu de « Antigéne » lire « Antfisérum »

307. — Imprimerie JOUVYE, 15, rue Racine, Paris. Le gérant : CURASSON
Dépst légal : 1cf trimestre 1965.
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VIGOT FRERES — EDITEURS — PARIS

JACQUES EUZEBY

Docteur-Vétérinaire
Professeur de Parasitologie et de Clinique des Maladies Parasitaires
a I'Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon

LES ZOONOSES
HELMINTHIQUES

Un volume (16x23), 390 pages, 154 figures. 1964 Cartonné. 70 F

A cbté des Zoonoses bactériennes et virales, les Zoonoses parasitaires pren-
nent une place de plus en plus reconnue. Parmi celles-ci, les Zoonoses helmin-
thiques sont, sans aucun doute, les plus importantes de par lewr fréquence et
la gravité de certaines d'entr’elles.

I'étude gu'en présente le Profzsseur ]. EUZEBY s'inscrit dans le cadre du
Précis d’helminthologie cliniqne que l'auteur a entrepris de rédiger. L'oavrage
est avant tout censacré a I'épidémiologie, a l'éticlogie et aux rmesures générales
de prophylaxie des Zoonoses helminthiques, éindiées d'abord sur le plan ana-
lytique, puis présentées d'un point de vue synthétique. I s'adresse aussi bien
aux Médecing qu'aux Vétérinaires et d'une fagon générale, 2 tous les Epidé-
miologistes,

INTRODUCTION — REMARQUES SUR LES SCHEMAS DES CYCLES
EVOLUTIFS — ETUDE ANALYTIQUE DES ZOONOSES HELMINTHIQUES.
A. — Nématodoses. B. — Acanthocéphaloses. C, — Cestodes. D. — Tréma-
todoses. EXPOSE SYNTHETIQUE DES ZOONOSES HELMINTHIQUES —
Les types cliniques et anatomiques des helminthoses d'origine animale.
Etiologie et épidémiclogie générale des helminthoses humaines d'origine
animale. Les régles générales de la prophylaxie des helminthoses humaines
d'origine animale.

I
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phie n® 4). On voit aisément I'effet purificateur
de ce solvant ef la faible feneur en aflatoxine
de l'exfrait aqueux ; celle-ci provient d'ailleurs
de la saturation de la phase agueuse en chloro-
forme ayant dissout de la toxine.

Sur la photographie ne 5, a Fextrait brut ef
au troisiéme éluat, sont comparés deux pre-
miers éluats de colenne relatifs @ 3 g (ligne B)
et 0,5 g (ligne C) d'extrait brut. Une difference
importante peut &tre mise en évidence non pas
dans les Ry, qui changent peu, mais dans le
nombre deé spots fluorescents quand la colonne
est surchargée il passe cerfaines impurefés qui
autrement peuvent &tre refenuves. Pour 0,5 g
d'extrait brut, la correspondance qualitative
entre les fractions du 1eT et du dernier éluat est
bonne. On vérifie que seul le premier &luat
chloroformique contient la majorité de I'afla-
toxine ; en effei, le 2¢ éluat chloroformique
ne révéle aucun spot fluorescent. Le 3¢ eluat
obtenu .avec 100 ml d’éthancl absolu permet
une récupération facile des consh’ruan’rs fixés sur
la colonne. :

Dans tous ces résultats, seules ont été refenues
comme. significatives de la présence d’aflatoxine
les taches bleues-violettes de Ry compris entre
0,6 et 0,5 (avec le solvant 2 et seulement dans
le cas de la chromategraphie en couche mince).

b} Pour les échantillons B {exiraits de cui-
ture en miliev liquide) au contraire de ce qui
éfait observé sur papier, était notée, une tache
bleue-violette, de Ry égal a 0.51 peu infense
mdis caractéristique de |'aflatoxine.

¢) Pour les échanlillons C qussi (mantoc moisi)
était obtenue une tache de Rp égal a 0,55 bleu-
violet dont la fluerescence pourrait &tre notée
avec deux croix, selon les notations usuelles

(Photographie ne &, ligne A). Deés extraits bruts -

non dégraissés dans les premiéres phases de
I'extraction peuvent donc é&tre utilisés, mais il faut
absolument les reprendre dans le chloroforme
aprés dessiccation pour obtfenir une migration
normale par chromatographie en couche mince
(solvant ne 2},

d) Les extraits chloroformiques de chacyn des
échantlllons D {culivre sur mais}, ont montré
une fluorescence bleue-violette frés intense (5 +)
de Ry égal a 0,56 (photographie n® 6, ligne B).

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

COMMENTAIRES ET CONCLUSIONS

[l est certainement prématuré de tirer des
conclusions définitives ou méme trop générales
de ces quelques expériences. Il est néanmoins
possible de ' faire quelques constatations, qui
pourront servir pour les recherches ultérieures,

[0 Des canetons peuvent survivre a des doses
d'extrait brut obtenu par traitement des four-
teaux au méthanol correspondant & des quan-
tités énormes de tourfeau toxique, fandis que
d'autres meurent par .ingestion d'une quantité
de tourteau complet vingt fois moindre.

L'homogénéisation des extraits permet de
réduire notablement sans toutefois ta supprimer
cette différence de dose morielle entre |'extrait
brut et le tourteau complet.

Pourrait-on incriminer la technique d'ex-
traclion ! N’entrainerait-elle pas la totalité de
I'aflatoxine ! Ou modifierait-elle sa structure ?
Autant de questions qui restent sans réponse,
pour le moment, de méme que celle de savoir
si les tourteaux confiennent ou non d'autres
substances toxiques non extraites par les
méthodes « classiques ».

Le solvant d'extraction mériterait a lui seul

'd'importantes recherches visanl &4 déterminer

celui qui retiendrait le plus d’aflatoxine et e

‘moins d'impuretés.

20 les résultats obtenus avec les culfures
semblent assez décourageants du moins si l'on
emplole exclusivement le test biologique pour
la détection de la toxine en s'en fenant a la
mortahté enregistrée.

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

toxine, ce qui est pqrhcuherement net avec la

culture sur mais.

3¢ || semble aussi que la production d'afla-
foxine wvarie avec les souches d'Aspergifius,
qui pourraient sans doute se classer selon leur
toxicilé ; la conservation des souches, la sélec-
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fion des mutanfs frés toxiques et les milieux
« révélateurs » du pouvoir foxigéne constituent
des domaines de recherches des plus intéres-
sants,

40 Extraction finale :

Le protacole utilisé ici et mis au point par les
charcheurs du T P. |. semble tout a fait satisfai-
sant ; une nouvelle méthode a cependant vu le
jour, décrite par NESHEIM (39) qui utilise une
colonne de célite. La manipulation, légérement
plus délicate, améliorerait sensiblement les
rendements en aflatoxine.

50 Fluorescence

MNous considérons maintenant la chromate-
grapnie sur papier comme nettement insuffi-
sante pour révéler I'aflatoxine et nous lui
préférons la technique en couche mince beau-
coup plus sensible et aussi plus fidéle s l'on
s'enfoure de grandes précautions pour réaliser
un protocole rigoureusement identique. Il faut
toujours garder présent & l'esprit que de trés
faibles changements dans les conditions expéri-
menfales se fraduisent sGrement par d'impor-
tantes perturbations dans les migrations,

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

fourfequx foxiques. Pour les cullures sur mais

Al peut sembler'gu’une-discordance intervienne ;

dans ce dernier cas, il sagirait plutdt d'ure
corrélation entre les deux fests, en fait I'examen
histclogique des foies des canetons sacrifiés a
montré des phénomenes dégénéraiifs frés nets
et une cirrhase débutante possédant les carac-
téres habituels des cirrhoses rencontrées chez
les oiseaux infoxiqués par I'aflatoxine.

[l en ressort que ce mais moisi contenali bien
de l'aflatoxine, mais en quantité insuffisante
pour provoquer, une intoxication aigué.

Enfin il faut &fre particulierement prudent en
ce.qui concerne les fausses fluorescences, et an
ne sauraif trop insister sur la nécessité de réaliser
des témoins infernes au moyen d'cflafoxine
purifiée, cristallisée si possible.

Ces fravaux ne représenfent qu'un début de
recherches. Les nombreux programmes consa-
crés & ce sujet semblent justifies par 'ampleur
des conséquences économiques de la présence
d'aflatoxine dans de nombreux produits alimen-
taires, qu'ils soient destinés aux animaux ou
aux humains.

Institut Elevage et Médecine vétérinaire
des Pays fropicdiix
Laboratoires centraux de Microbiologie
Chimie ahmentaire
Biochimie

SUMMARY

RESEARCHES ON AFLATOXIN
Review of research works carried out
at the I. E. M. V. T, central Laboratories during
the first half of the year 1964

At the I E. M. V. T. central Loborafories, the workers' research object to
allow further toxicological and pharmacological studies. Different aflatoxin
formahions are consigered, especially maize grain cultures that produced toxin.

Tha exiraction metheds with all the stages andithe medns to homogenize
the raw extract by absclute ethyl alcohel are indicated ; two tests are described
to defeci foxicrty and to check the degree of extrachon and purification : a biolo-
gical fest on ducklings and a physico-chemical test by fluorescence after chroma-
tographic-analysis With a simple method, the fluorescent chromategrams are
photagraphed and the authors set examples of this carrying aut, The resulis
obtained can be classified, constantly revised, compared, and Rp aceurate mea-
sures planned on a screen. 7

This technic is particularly effective assaciated with thin layer chromatogra-
phic-analysis, the methods of which are analysed from the pcint of view of the
result reproducibiltty. By comparison of all ihe data, the technics used for further
researches on 1his economic important subject ere perfeciing.
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RESUMEN
INVESTIGACIONES SOBRE LA AFLATOXINA

Revista de las busquedas hechas en los Laboratorios centrales
del LE.M.V.T. duranie la primer mitad del afio 1954,

Las busquedas hechas en los laboratorios centrales del I E. M. V. T.
tenian por objeto permifir estudios Toxicolf)gjicos y farmacologicos utteriores.

Diferentes fuentes de aflatoxina estan censideradas, particularmente culturas
sobre granos de mais que produciercn la toxina. Se indican los métodos de
extraccion con todos los esiados y el medio para hacer homogéneé el extracto
mediante el etancl absoluto.

Para determinar la toxicidad y para seguir las exiracciones y las pyrifica- -

cianes, dos series de pruebas son descritas : biologica sobre anadenes y fisico-
quimica por fluorescencia luego de cromatografia. Se describe un método
simple para fotografiar los cromaiogrames fluorescentes y se dan ejemplos
de lo que este permite oblener. Asi se puede archivar los resuitados abtenidos,
volverlos visibles en el tiempo, compararios y efectuar, mediante proyeccién
sobre una pantaila, medidus precisas de Rp.

Esta #&cnica es parficularmente eficaz ligada con la cromategrafia cuyas
modalidades estan analizadas desde el punto de vista de la reproductibilidad
de los resultados obtenidos. La confrontacién de los datos de todds estas ana-
lisis permite una mejora de las técnicas a uldizar para investigaciones futuras

sobre este' asunfto particularmente imporiante en cuanto a la econamia.
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