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Procédé chromatographique rapide 
pour l’étude de la fluorescence des aflatbxines 
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RÉSUMÉ 

Lo chramotographie en couche mince sur plaque de verre permettait aux 
laboraloirer équipés en conséquence d’obtenir des rérultots +rès inférersanis 
dans l’étude de la fluorercence der oflatoxiner. Voici une méthode que n’importe 

quel laboratoire peut employer, rans aucun matériel spécial. II suffit d’utMiser 
peIon le proiocole indiqué der coucher mincer d&5 étalées sur supparls souples 
analogues 0 ceux des plans-films. La discussion porte sur le choix du systeme 
de ~01vant ; le meilleur pour néparer les aflotoxines ert un mklonge chloro- 
forme méfhaool (98.9 : 1.1). On en conclvi qu’il n’est par possible de transposer 

diredement Ier r&sui+a+r obtenus sur plaque de verre puisqu’alors c’est le mkn- 
ge 95 : 5 qui permet les meilleurer séparations et qu’il ~OU+ rechercher rystémo- 
iiquement 10 combinairan de solvant qui donne le rérultoi optimum. 

Cette recherche devient possible avec ces novve~~ux rupporls et on peut même 

aborder l’étude des phénoménes prkidant 0 /a réparation chromotogrophique 
d’une focon prkire ainsi que le montrent les reprkniationr graphiques des 
RF (relaiik ou non) en fonction du pourcentage de méthonol ajouté au chiaro- 
forme. 

L’intérêt que présente la chromotographle 
en couche mince pour l’étude des aflatoxines 
n’est plus à démontrer, cette méthode va se 
perfectlonnant, de nouvelles techmques voient le 
jour à un rythme accéléré. 

Un matériel plus simple est ici utilisé et on 
recherche dans une sérle éluotrope le meilleur 
systeme de solvant. On mesure alors les varia- 
tions du RF, dans le système àdeuxsolvants ainsi 
déterminé, en fonction des proportions du mé- 
lange. 

Cette méthode a permis de trouver les meil- 
leures conditions de séparation, les plus simples 
aussi, compte tenu du matériel utilisé. 

1, - MATÉRIEL 

1) Echantillons. -On utilise un extrait de 
tourteau d’arachide toxique provenant de Mada- 
gascar, réalisé selon la méthode classique du 
T. P. 1. mais “on passé sur colonne d’alumine 
neutre, extrait qui représenie le standard du 
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laboratoire pour ses études concernant les 
oflaioxines. 

2) Support pour chromotographie en couche 
mince (C. M.). 

a) Inconvénients des plaques de verre comme 
supporf de la C. M. 

Une des plus grandes limitations à cette métho- 
de venait de la nécessité de préparer soi-même 
des plaques de verre recouvertes de la C. M. ; on 
sait l’importance, parmi tous les facteur5 qui 
interviennent au cours d’une chromatographie 
de son épaisseur et en particulier desa régulari- 
té pour l’obtention de séparations reproductibles. 
Malgré le grand nombre d’appareils offerts par 
le commerce pour cet usage, le contrôle de 
l’épaisseur de couche reste peu précis. La prépa- 
ration des plaques représente en outre un travail 
long et fastidieux. Ne seront cités que pour 
mémoire, l’encombrement et le poids, les lava- 
ges et dégraissages spéciaux, le stockage délicat 
des résultats (fig. 8) (chromatogrammes), etc... 

b) S@port uiiiisé. 

C’est un produit qui se présente sous l’aspect 
d’un plan-film recouvert delacouche mince(très 
mince ici : autour de SOp.), que l’on trouve dans 
le commerce au format 10 x 10 ou 20 x 20cm. 
Les travaux ont été faits sur un de ces films 
recouvert de gel de silice référence« PE3516 » 
type K 301 V (*). 

Les avantages recherchés ainsi étaient les 
suivants : une épaisseur de couche aussi rigou- 
reusement constante que possible, une plus gran- 
de maniabilité des chromatogrammes, entïn 
leur réalisation plus aisée et surtout plus rapide 
dans des cuves de format réduit exigeant peu de 
solvant. 

II. -MÉTHODES 

Les feuilles sont simplement découpées avec 
desciseauxauformatdésiré:5xl.ou5x10cm, 
ou tout autre format utile. Elles sont ensuite 
activées juste avant le dépôt des échantillons 
en étuve à 1050 pendant 35 minutes. Puis le 
plus rapidement possible, on procède au déve- 
loppement dans un simmple becher fermé her- 

(*) Société KODAK-PATHÉ. 

métiquement par un ‘bouchon en caoutchouc 
supportant en son centre une pince pour sus- 
pendre le chromotogramme. Le volume utile 
de la cuve ainsi réalisée est de 400 ml ou 600 ml, 
donc extrêmement réduit par rapport aux cuves 
clawques pour C. M. sur plaque de verre. On 
peut même le réduire encore en diminuant le 
format du chromatogramme. 

L’atmosphère de la cuve est saturée ou préala- 
ble par le même solvant qui sert au développe- 
ment pendant ou moins 30 minutes, mais on ne 
procède à aucune saturation des feuilles chro- 
matographiques avant d’entamer le développe- 
ment qui ie fait par la méthode ascendante dès 
l’introduction de la feuille. 

Les échantillons de 0,002 ml déposés à 0,6 mm 
du bas de la feuille sont distants de 10 mm entre 
eux et du bord ; ils sont déposés avec des 
micropipettes de 0,Ol ml divisées en 0,001 ml. 

Les migrations durent de 20 à 25 minutes. les 
températures variant de 210 à 250 C, pour des 
migrations de solvant allant de 50 à 65 mm. Les 
résultats indiqués ici ont tous été obtenus pour 
une migration de 62 mm. 

On déposait sur chaque chromatogramme 
0,002 ml d’un mélange de colorants test composé 
d’arobenzol, de paraméthoxyazobenzol, d’ami- 
noazotoluol. d’ominoazobenrol-azo-~-naphtol 
(Rouge Soudan Ill), de p-amino ozobenzol et de 
p-hydroxyazobenzol pour contrôler et comparer 
les conditions de iravoil, en particulier l’activité 
de la couche et mesurer des RF relatifs. 

Ces RF relatifs présentent l’avantage de per- 
mettre l’élimination de l’effet de cuve due aux 
conditions particulières qui président à chaque 
analyse chromatographique malgré tous les 
efforts de standardisation. 

III. -CHOIX DU SYSTÈME DE SOLVANT 

L’étude de ce même extrait oyant déjà été 
réalisée en C. M. sur plaque de verre. il était 
facile de comparer aux résultats déjà obtenus, 
ceux que la méthode ici utilisée permeitra d’obte- 
nir et surtout d’apprécier la qualité des sépara- 
tions selon le système de solvant. 

Le solvant de développement servait toujours à 
dissoudre l’échantillon dans les proportions 
constantes de 20 gouites d’extrait brut pour 
0.5 ml. 

Les critères retenus étaient la séparation ainsi 
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que la m/qration des deux taches fluorescentes : de méthanol a pu être représentée directement 
/ bleu turquoise et, bleu violette des aflotoxines. 

dont on mesurait les RF, ainsi que les RF relatifs 
au Rouge Soudan III. 

(fig. 1 et 2). 

Les résultat5 peuvent être présentés en décri- 
vant une série éluotrope par classement des 
solvants selon la migration de plus en plu5 grande 
de la tache bleue fluorescente : on suit ainsi un 
ordre croissant de la force d’élution. Dans cette 
première phase, une seule tache bleue était 
révélée : (Tableau 1). 

La transposition pure,et simple des résultats 
obtenus sur plaque de verre est donc impossible 
puisquedanscecosc’estavec5 p.lOOde méthanol 
que les RP mesurés sont les plus grands et les 
deux spots correspondant aux aflatoxines les 
plus nettement distincts. 

II faut noter que ce5 résultats sont obtenus 
avec un gel de Sicile d’activité II d’après les 
teneurs en eau et la migration des colorant5 
témoins. Comme sur les plaques de verre. 
c’est le melange chloroforme methanoI qui 
semble permettre les migrations les plus gran- 
des. C’est donc lui qui va être étudié plus en 
détail. 

Cette différence peut être due à la nature de la 
couche active ici établie sur un support film 
souple, et surtout à 5~ minceur. 

V. -CONCLUSIONS : intérêt de cette méthode 

Le tableau (Il) et les graphiques qui s’y rap- 
portent (fig. 1 et 2) permettent de choisir le sys- 
tème de solvant pour la chromotographie en 
fonction du résultat désiré. 

Si on iteut obtenir le maximum de résolution, 
c’est-à-dlre séparer ou mox,mum les spots 
correspondant aux aflatoxines tout en oyant 
une migration moyenne qui corresponde à un 
RF moyen d’environ 0.45 on choisira un mélange 
chloroforme méthanol 98,9 : 1 ,l. mais on saura 
alors qu’une faible erreur dans les proportions 
du melange introduira une grande erreur dans 
les déterminations des RF, 

II réside surtout dans le support utilisé qui 
n’a plus besoin d’être préparé et stocké dans de 
grands excitateur5 et qui 30 mn après le décou- 
page au format désiré est prêt à l’emploi. En 
une heure on a des résultat5 et les chromato- 
grammes peuvent être directement conservé5 en 
dossier sons aucune préparation. Les quantités 
de solvant nécessaires sont tellement réduites 
que n’importe quel laboratoire en dispose sons 
achats spéciaux. 

Le matériel est celui de tous les jours, bechers, 
bouchons en caoutchouc et pinces métalliques 
(inox). 

Si par contre on cherche surtout la reproduc- 
tibilité des résultats, on choisira un mélange 
allant de 2 à 3,5 p. 100 de méthanol car alors 
une variation dans la quantité de méthonol n’in- 
troduira qu’une faible erreur dans la détermina- 
tion des RF, 

Du point de vue personnel spécialisé, tout 
manipulateur un peu soigneux obtiendra d’ex- 
cellents résultats dès l’abord et c’est peut-être là 
que réside l’avantage décisif de ce mode opéra- 
toire. 

Les courbes semi-logarithmiques (fig. 3 et 4) 
permettent d’avoir un aperçu global des varia- 
tions deRFenfonctionde pourcentage de métha- 
nol allant de0 à 100 p. 100. La portion la plus 
intéressante du graphique étant avant 10 p. IOC 

Enfin, I’&ude des variations de RE en fonction 
des proportions du solvant ne peut être réalisée 
de façon pratique que grâce à ce nouveau 
support, on, se heurte autrement à la difficulte 
d’obtenir 50 plaque5 de verre recouverte5 d’une 
couche mince identique et préparées en une 
seule fois. Cette méthode permet donc non 
seulement d’améliorer les résultats déjà acquis 
mais aussi de tenter des recherches dans de 
nouvelles directions. 
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RF RELATIF AU ROUGE SOUDANllI 

(calcul par moyenne des spots) 
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Fig. 5. -Comparaison d’un chromotogramme en C. M. SUT plaque de verre’en bar et du suppor1 plan film en haut. 
vus en lumière ullraviolek 0 365 mp. Les deux chromologrammer sont représentk à la méme échelle. 

S”MhtARY 

Quick chromotogrophic procerr for the rtudy 
0, ofla+foxl”r fluorercence 

Thon loyer chromotagraphy allowed adequoIely equipped laborotorier 10 

obtain very ratisfociory rerultr m the study ai oilatoxins fluorescence. Here is 
a methad which con be used by any laborofory wlthout ony speciaI equipmeni. 
One jus1 hor to me ihin loyers rpread over supple beorings rimilor fo ihose of 
plane films accord~ng to the desrribed process. Discussion is about the choie 
oflhe solvents system : the bert for akfoxins ~eoarotion is a mixkure aT chia- 

raform and methanol (98.9 : 1 .l). 

The conclusion is +ho+ il IS nol possible to exirapolote dlrectly from the results 

obtained on a glass pane since +he mixiure 95.5 is Ihe one ollowing then the best 
separa!ians ; one bas fo seorch syslematically for the solvenf combinaIion afk- 

ring Ihe bert results. 

This reseorch is made possible wilh these new bearings ond one con even 
sIudy the phenomenour oi chromolographic separotion in on occura+e mariner 

as show by dlagrams of Rf (relative or noi) occordlng to the percentage of 

methanol added +a chloraform. 
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RESUMEN 

Media c&dtogr&o rdpido para el estudio de ,a fluwescencio 
de las aflatoxinos 

La cromatogrofia en capa delgodo sobre Iamina de vidria permitia obtener 
resuliodas niLy interesontes en el estudio de ia fharescencia de las aflotoxinos, 

a 10s laborolorios equipodos para es+= trabojo. He oqui un métado el cual 
puede ser empleoda par cualquier loboratorio sin ningh mo+yh especiol. 

Bas+a uiilizar. bojo el media ya indicado 10s capor delgados extendidos YÛ sobre 
un soporte Gxible. semejanle a 10s de 10s planos-pellicula. La discusi6n coe 
sabre la eleccibn del sistemo de solvanie ; el mejor pore separor 10s aflatoxi- 
nos es una mezcla cloroformo-Metanol (98,9 : 1 ,l). 

De esto concluyen que no es posible tronrpaner directamente 10s resultodos 
obtenidas sabre lamina de vidrio ya que, entonces. es 10 mezcla 95 : 5. que per- 

mite las mejores seporaciones y que se necesita buscar sistematicamente la 
combinacihn de solvonte dondo el mejor resultado. 

Esta burca es posible con esIos nuevos, sopories y se puede afin. iniciar a1 
estudia de IDI fenhenas que dirige” Ia separocidn cromatogr6fico. de un modo 
exacto, osi como 10 demuestran las presentaciones gr6ficar de lx RF (relativas 
o no) funcidn 01 porcentaje de Metonol aïiadldo al cloroiormo, 
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