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TECHNIQUES DE LABORATOIRE

Procédé chromatographique rapide

pour 1'étude de la fluorescence des aflatoxines

har . P. PETIT
(avec la collaboration fechnique de Mlle M. BARBRON).

RESUME

La chromategraphie en couche mince sur plague de verre permeftait aux
laboraitoires équipés en conséquence d'obtenir des résulials trés intéressants
dans I'étude de la fluorescence des aflatoxines, Voici une méthode que n'importe
quel laboratoire peut employer, sans aucun matériel spécial, Il suffit d'uhliser
selon le profocole indiqué des couches minces déja étalées sur supports souples
analogues & ceux des plans-films. La discussion porte sur le choix du systéme
de solvant ; le meilleur pour séparer les aflatoxines est un mélange chloro-
forme méthanol {$8,% : 1,1). On en conclut qu'il n'est pas pessible de fransposer
directement les résuitats obtenus sur plaque de verre puisqu'alors c'est le mélan-
ge 95 1 5 qui permet les meilleures séparations et qu'il faut rechercher sysiéma-
tiquement la combinaisan de solvant qui donne le résultai optimum.

Cette recherche devient possible avec ces nouveaux supporis et an peut méme
aborder |'étude des phénoménes présidant & la séparation chromatographique
d'une facon précise ainsi que le montrent les représentations graphigues des
Rr (relatifs ou non) en fonction du pourcentage de méthanol ajouté au chioro-
forme, ‘

L'intérét que présente la chromatographie
en couche mince pour I'étude des aflatoxines
n'est plus @ démontrer, cette méthode va se
perfectionnant, de nouvelles techniques voient le
jour & un rythme accéleré.

Un matériel plus simple est ici utilisé et on
recherche dans une série éluotrope le meilleur
systéme de solvant. On mesure alors les varia-
tions du Ry, dans le systéme a deux solvants ainsi
déterminé, en fonction des proportions du mé-
lange.
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Cette méthode a permis de trouver les meil-
leures conditions de séparation, les plus simples
aussi, compte fenu du matériel utilisé.

l. — MATERIEL

|} Echantillons, — On utilise un extrait de
tourteau d'arachide toxique pravenant de Mada-
gascar, réalisé selon la méthode classique du
T.P.l. mais non passé sur colonne d’alumine
neutre, exirait qui représente le standard du
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taboratoire pour ses études concernant les
aflatoxines.

2) Support pour chromatographie en couche
mince {C. M.).

a) Inconvénients des plagues de verre comme
support de la C. M.

Une des plus grandes limitations a cetfe métho-
de venait de la nécessité de préparer soi-méme
des plaques de verre recouvertes de la C. M. ; on
sait 'importance, parmi tous les facteurs qui
interviennent au cours d'une chromatographie
de son épaisseur ef en particulier de sa régulari-
té pour I'obtention de séparations reproductibles.
Malgré le grand nombre d'appareils offerts par
le commerce pour cet usage, le conirdle de
I'épaisseur de couche reste peu précis. La prépa-
ration des plaques représente en outre un travail
long et fastidieux. Me seront cités que pour
mémoire, I'encombrement et le poids, les lava-
ges ef dégraissages spéciaux, le stockage délicat
des résultats (fig. 5) (chromatogrammes), ete,..

b) Support whiisé.

C'est un produit qui se présente sous 'aspect
d'un plan-film recouvert dela couche mince (frés
mince ici ¢ avtour de 50w), que I'on trouve dans
le commerce au format 10 % 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
suivanfs : une épaisseur de couche aussi rigou-
reusement consfante que possible, une plus gran-
de maniabilité des chromatogrammes, enfin
leur réalisation pius aisée et surtout plus rapide
dans des cuves de formar réduit exigeant peu de
solvant,

Il. — METHODES

Les feuilles sont simplement découpées avec
des ciseaux au format désiré : 5 x 1,005 x10cm,
ou tout autre format utile. Elles soni ensuite
activées juste avant le dépdt des échantillons
en éfuve a 105 pendant 35 minutes. Puis le
plus rapidement possible, on procéde au déve-
loppement dans un simmple becher fermé her-

(*) Société KODAK-PATHE.
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métiquement par un bouchon en caoutchouc
supportant en son centre une pince pour sus-
pendre le chromatogramme. Le volume utile
de la cuve ainsi réalisée est de 400 ml ou 400 ml,
donc extrémement réduit par rapport aux cuves
classiques pour C. M. sur plaque de verre, On
peut méme le réduire encore en diminuant le
formar du chrematogramme.

L'atmosphére de la cuve estsaturée au préala-
ble par le mé&me solvant qui sert au développe-
ment pendant av moins 30 minutes, mais on ne
procéde & aucune safurafion des feuilles chro-
matographiques avant d'enfamer !e développe-
ment qui se fait par la méthode ascendante dés
I'intraduction de la feuille.

Les échantitions de 0,002 ml déposés & 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 0,01 ml divisées en 0,001 ml,

Les migrations durent de 20 & 25 minutes, les
fempérafures variant de 210 4 25 C, pour des
migrations de solvant allant de 530 &4 65 mm. Les
résultats indiqués ici ont fous é1€ abtenus pour
une migration de 62 mm.

On déposait sur chaque chromatogramme
0,002 m! d’un mélange de colorants test composé
d'azobenzol, de paraméthoxyazobenzol, d’ami-
noazatoluol,  d'aminoazebenzol-azo-3-naphtol
{Rouge Soudan 1), de p-amina azobenzol et de
p-hydroxyazobenzol pour contréler et comparer
les conditions de travail, en particulier I'activité
de la couche et mesurer des Ry relatifs.

Ces Ry relatifs présentent I'avantage de per-
mettre I’élimination de |'effet de cuve due aux
conditions particuliéres qui président & chague
analyse chromatographique malgré fous les
efforts de standardisation.

. — CHOIX DU SYSTEME DE SOLVANT

L'étude de ce méme extrait ayant déja été
réalisée en C. M. sur plaque de verre, il était
facile de comparer aux résultats déja obtenus,
ceux que la méthode ici utilisée permettra d'obte-
nir et surtout d'apprécier la qualité des sépara-
fions selon le systéme de solvant.

Le solvant de développement servait foujours &
dissoudre I'échantillon dans les proportions
constantes de 20 gouttes d'exirait brut peur
0,5 ml. - :

Les critéres retenus étaient (a séparation ainsi
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que la migration des deux taches fluorescentes

bleu turquoise ef bley violetle des aflatoxines,
dont on mesurait les Ry, ainsi que les Ry relafifs
au Rouge Soudan Il

Les résultats peuvent &re présentés en décri-
vant une série éluotrope par classement des
solvants selon la migration de plus en plus grande
de la tache bleve fluorescente ; an suit ainsi un
ordre croissant de la force d'élution. Dans cetfte
premiére phase, une seule tache bleue était
révélée @ (Tablequ I).

fl faut noter que ces résultats sont obfenus
avec un gel de sicile d’activité |l d'aprés les
teneurs en eau et la migration des colorants
témoins. Comme sur les plaques de verre,
c'est le mélange chloroforme méthanol gui
semble permettre les migrations les plus gran-
des. C'est donc lui qui va étre étudié plus en
détail.

Le tableau () et les graphiques qut s’y rap-
portent (fig. 1 et 2) permettent de choisir le sys-
té¢me de solvant pour la chromategraphie en
fonction du résultat désiré,

Si on veut obtenir le maximum de résolution,
c'est-d-dire séparer au maximum les spots
correspondant ayx oflafexines tout en ayant
une migration moyenne qui correspande d un
Ry moyen d'environ 0,45 on choisira un mélange
chloroforme méthanol 98,9 : 1,1, mais on saura
alors qu'une faible erreur dans les propertions
du mélange intreduira une grunde erreur dans
les déterminations des Ry.

Si par contre on cherche surtout la reproduc-
tibilité des résultats, on cheisira un mélange
allant de 2 a 3,5 p. 100 de méthanol car alors
une variation dans la quantité de méthano! n'in-
froduira qu'une faible erreur dans la détermina-
tion des Rgp.

Les courbes semi-logarithmiques (fig. 3 et 4)
permettent d'avoir un apergu global des varia-
tions de Rgenfonciion de pourcentage de métha-
nol allant de 0 & 100 p. 100. La portion la plus
intéressante du graphicue étant avant 10 p. 100
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de méthanol a pu éfre représentée direciement
(fig. 1 et 2).

La transposition pure et simple' des résultats
obtenus sur plaque de verre est donc impossible
puisque dansce cas ¢'estavec 5 p. 100 de méthanel
que les Rp mesurés sont les plus grands et les
deux spots correspondant aux aflatoxines les
plus netternent distincts.

Cette différence peut &ire due & la nature de la
couche active ici établie sur un support film
souple, et surtout & sa minceur.

¥V, — CONCLUSIONS : intéréi de cette méthode

[l réside suriout dans le support ufilisé qui
n'a plus besoin d'étre préparé et stocké dans de
grands excitateurs et qui 30 mn aprés le décou-
page au format désiré est prét a I'emploi. En
une heure on a des résultats et les chromato-
grammes peuvent étre directement conservés en
dossier sgns aucune préparation. Les quantités
de solvant nécessaires sont tellement réduites
gue n'imporie quel labarateire en dispose sans
achats spéciaux.

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

Du point de vue personnel spécialisé, fout
manipulateur vn pev soigneux obtiendra d'ex-
cellents résultats dés I'abord et ¢'est peut-étre 13
que réside 'avantage décisif de ce mode opéra-
toire.

Enfin, I'étude des variaiions de R en fonction
des proportions du solvant ne peut étre réalisée
de fagon pratique que grdce a ce nouveau
support, on se heurte autrement d la difficulté
d'abtenir 50 plaques de verre recouvertes d'une
couche mince identique et préparées en une
seule fois. Cefte méthode permet donc non
seulement d’améliorer les résultats déia acquis
mais aussi de tenter des recherches dans de
nouvelles directions,
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TABLEAU e I
Solvant Coulgur et
Nature du Qualité Sépa:é-ation Migration Intensité de la Nombre
solvant RF oyen fluorescence#* d'essais
Benzéne réactif pur 8] o] 2
Marok
Ether
éthylique rectifis 0 o] 2
Chloroforms rectifié
redistills 0 0,01 B -+
Acétone RP o] 0,36 B ++
Acdtons ) RP
néthancl } pur 990 Osi 0 0,40 B +++ é
(95 : 5)%)
Mgthanol pur 99¢ Cai 9 0,81 B+ 3
Chloroforme rectifis
méthanol redistille i 0,58 BY +++ 15
(90 : 10} pur 99° Osi
Chlorofome;
péthanol -id,- 0 0,65 3+ 15
(g5 : 15) )

#Chiffres en pourcentage du mélange en volume.

#4B ~ P11, BV = bleu violet.
Tableau I. — Série éluntrope des aflatoxines B et aspect correspondant des chromatogrammes
en lumiére ultraviolette (A = 365 mu).

TABLEAU NoIT
Pourcentage Migraticn* Séparation des Hombre et couleur
d2 néthanol H, moyens K, relatifs Nombre 2 teches BT et BV dea spots
pur & 990 moyens d'enalyses d'eflatoxines fluorescents#*
{en volums)
a,1 0,16 - 0,22 0,26 - 0,36 3 vud 1 BT et 1 BV
0,25 0,19 ~ 0,24 0,29 - 0,37 3 " " "
0,4 0,19 = 0,25 0,28 - 0,37 3 " " "
0,5 0,19 - 0,26 0,29 - 0,39 3 " n "
0,6 0,22 - 0,29 0,35 - 0,47 12 " " "
0,7 0,24 = 0,31 0,36 = 0,45 10 " " u
0,9 0,24 = 0,30 0,33 - 0,43 17 ‘ L " n
1 0,26 - 0,30 0,33 - 0,44 2 n " "
1,1 0,27 = 0,36 0,40 = 0,52 3 " " "
1,5 0,30 = 0,34 0,42 - 0,52 18 " n n
2 0,28 = 0,35 0,48 - 0,58 14 " " "
3 0,30 = 0,36 0,50 - 0,60 12 ‘ " " u
345 0,38 0,51 12 Non 18
0,39 0,64 12 " "
5 0,50 0,72 3 " "
10 0,58 0,81 15 4 .
15 0,65 0,83 15 " "
a0 0,63 0,87 12 " "
50 0,45 0,73 12 " "

Nembre moyen d'snalyses : 10,31. Ecart type moyen pondéré : 0,027

Huant il ya deux chiffres dens le colonne H'F" ils correspondent le premier au spot 3T, le second au spot BV;
quand 11 n'y en a qu'un, il correspond & wn spot unique bleu.
*% BT = bleu furquoise. BV = bleu viclet.

Tableau {f, — Valeurs des Ry et des Ry relalifs au Rouge Soudan (ff,
des aflafoxines B selon la richesse en méthancl du chloroforme,
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100 x Fe relatel

R RELATIF AU ROUGE SQUCAN [
Calcul par mayenne des spols)
P Y f

a7

05 7 5 70 20 % Mithanol en valume

Fig. 4. — Méme courbe que la figure 2 (Ry relalif) avec une échelle logarithmique
pour représenter les pourceniages de méthano! de 0,1 4100 p. 100,
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Fig. 5. Comparaison d'un chromatogramme en C. M. sur plague de verra'en bas et du support plan film en haut,
vus en lumidre yltraviolefte a 365 my. Les deux chromalogrammes sont représentés & la méme échelle.

SUMMARY

Quick chromatographic process for the study
of aflatoxins fluorescence

Thin layer chromatography allowed adequately equipped laboratories fo
obtain very satisfaciory results in the study of oflatoxins fluorescence. Here is
a methad which can be used by any laboratery without any special equipment.
One just has to use thin layers spread over supple Zearings similar o those of
plane films according to the described process. Discussian is about the choice
of lthe solvents system | the best for aflajoxins separation is a mixture of chio-
raferm and methanal (8.9 ; 1.1).

The canclusion is that i 1s not possible to exirapolate direcily from the results
obtained on a glass pane since the mixiure 95.5 is the one allowing then the best
separations ; one has fo search syslematically for the solvent combination offe-
ring 1he best resulis.

This research Is made possible with these new bearings and one can even
study the phenomenous of chromalographic separation in an accurate manner
as shown by diagrams of Rf (relative or not) according to the percentage of
methanol added to chloroform,
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RESUMEN

Media cromdtogrdfico rdpide para el estudio de la fluorescencla
de las aflatoxinas

La cromatogrefia en capa delgada sobre lamina de vidric permitia obtener
resultadas muy interesantes en el estudio de la fluorescencia de las aflatexings,
a los laboralorios equipades para este trabojo. He aqui un métode el cual
puede ser empleado por cualquier laberaforio sin ningdn material especial.
Basta utilizar, bajo el medio ya indicado las capas delgadas extendidas ya sobre
un soporte flexible, semejante a los de los plancs-pellicvla. La discusién cae
sobre la eleccién del sistema de solvante ; el mejor para separar las aflatoxi-
nas es una mezcla cloroformo-Metanol (98,2 : 1.1).

De esto concluyen que no es posible transponer direciamente Ios resultades
obtenidos sobre lamina de vidria ya que, entonces, es la mezcla 95 : 5, que per-
mite las mejores separaciones y que se necesfta buscar sistematicamenie la
combinacién de solvante dando el mejor resuliado,

Esta busca es posible con estos nuevos soportes y se puede adn, iniciar al
estudio de |os fendmenos que dirigen la separacién cromatogrdfica, de un modo
exacto, asi come lo demuestran las presentaciones grdficas de los Rg {relativos
o no) funcién al porcentaje de Metanel afiadide al cloroforme,
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