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RÉSUMÉ 

Lo multitude des nouveaux d films » pour chromatogrophie en couche mince 

imposait un bilan quant à leur utilisolion dans le problème des oflotoxines. 

Apres les avoir essayés avec de très nombreuses combinaisons de solvont. on 

peut conclure à leur Inadopioiion pour la chromotographie des aflaioxines et 

aussi à l’irrégularité des produis commerciaux proposés selon Ier lois. L’ano- 

lyste est donc contraint de recourir aux méthodes traditionnelles en procédant 

lui-méme h la préparation de ces couches minces sur plaque de verre. Le 

problème du choix d’une couche mince de référence est rérolu par I’emplol 

de gels de silIce particulièrement purifiés, et d’une grande régularité dansleurs 

qualités. 

On peut espérer que bient6t les fabricants utiliseront pour préparer leurs 

couches minces un gel de zike convenable pour rkoudre Ier problèmes que 

pose la chromatagraphie des oflatoxines et que les lots de «films » ne pr& 

senieront plus entre eux de dtférences gênanles. 

La chromatographie en couche mince étant un 
procédé couramment utilisé pour l’étude des 
toxines d’AspergiJlus flavus, il a paru intéressant 
d’examiner en détail les couches minces actuel- 
lement disponibles, pour séparer les aflatoxines. 

posait ; ce sont donc les possibilités pctuelles des 
couches minces toutes prêtes qui seront env~so- 
gées ici. Dans la conclusion. on les comparera 
aux gels de silice traditnnnels, à ,étendre sur 
des lames de verre. 

L’extension consld&rable de ce type de chro- 
matographie a poussé les fabricants à présenter 
aux utilisateurs des supports tout prêts. Dès la 
sortie des chromogrammes Kodal< (K 301 V lot 
1827-l-3), une étude complète avait été falte (2) 
pour adapter ce nouveau procédé à la chroma- 
togrophie rapide et srnplifiée des oflatoxmes. 
Peu après, la présentation des chromagrammes 
changeait mais, comme on devait rapidement 

1. -MATÉRIEL ET MÉTHO~DES 

Toutes les couches minces sont’ en gel de 
s111ce : elles sont couchées sur support souple ou 
sur verre ml”ce. Ce sont : 

1 chromogramme Kodak K~ 301 V. 

i 
lot 22-I-9 <, A 

support I Polygram MN gel de silice S (sans 

s’en rendre compte, leurs propriétés aussi. : 
souple 1 

( 

numéro de lot) .: 6 

Enfin. récemment. d’autres marques se sont 
Support Getman SG, gel de silice 

mises à vendre des couches minces précouchées 
~'150924 ..<<.......... C 

I soit sur support souple. soit sur verre mince. support ; plaques finies Merck gel de silice 

wrre ’ F 254 lot 62 792 72 D La nécessité d’un tour d’horizon complet s’~m- 
Les échantillons chromatographiés provien- 

* Collaboration technique : Mue M. BARBRON. rient d’un tourteau d’arachide toxique de Mada- 
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gascar. L’extraction en es+ réalisée au labora- 
toire de nutrltmn de 1’1, E. M. V. T. selon la 
méthode classique du T. P. 1, jusqu’à I’obten- 
tion d’un extrait brut non passé sur colonne 
d’alumine. extrait dont la conservation est excel- 
lente et qui réalise un standard interne intéres- 
sant par la rapidité de sa préparation et pour 
des études quantitatives. Cet extrait brut contient 
environ 25 pg d’aflatoxine B par ml ce qui 
correspond, rapporté au tourteau à 1 ppm. 

Les échantillons de référence sont de I’afla- 
toxine B, pure Arthur D. Little inc. en flacons 
de 10 mg, que l’on d,ssoud dans le solvant, 
ici du chloroforme. 

Les feuilles sont découpées au format 5 x 
10 cm. Les plaques de verre 20 x 20 sont cou- 
pées en 2. Des essais d’activation à 1100 ont été 
réalisés, les résultats son+ aussi bons qu’à 1050. 
On active donc à 105” ou à 1100 pendant 35 
minutes puis on procède au développement en 
cuve de 400 ml (becher adapté) pour les supports 
souples et de 4.000 ml pour les plaques de verre, 
en atmosphère sut-saturée. 

Les autres opérations ont déjà été exposées. 
On peut cependant souligner que seul le 
mélange chloroforme-méthanol donnant des 
résultats intéressants, c’est le seul à avoir été 
utilisé. 

Les solvants sont distillés au laboratoire. Pour 
le chloroforme on ne retient que celui qui passe 
entre 60,40 et 61 OC, pour le méthanol celui qui 
distille de 640 à 66 OC. Dans ces condltlons et en 
repérant de façon rigoureuse le niveau du 
liquide de développement par rapport à la 
ligne de dépôt des échantillons, on réallse des 
chromatogrammes reproductibles. 

On utilise comme étalon une couche de gel de 
silice MN-NHR, préparé au laboratoire (50 g 
pour 120 ml d’eau). On obtient ainsi, même à de 
très longs intervalles, un RF de 0,48 pour I’aflo- 
toxine B, pure. De légères variations qui n’ex- 
cèdent pas 2 p. 100 peuvent être observées quand 
on change de lot de gel de sllice (RT allant de 
0,46 à 0,50), alors qu’on ne décèle aucune varia- 
tion quand on utilise le même lot. 

II. L RÉSULTATS 

Ils sont rassemblés dans les tableaux I et Il 
qui permettent de comparer les moyennes de: 
RF mesurés. selon les supports utilisés. 

La grande souplesse des supports plastiques a 
permis de travailler avec des pourcentages de 
méthanol variant de façon très progressive. Par 
contre, dès que le verre redevient le support de 
la couche mince, on doit se borner à un nombre 
d’expériences plus réduit (moins de solvants étu- 
diés), ce qui rend une comparaison plus difficile. 

Si on retient comme critères de bonne migra- 
tion chromotographique un RF voisin de 0,5 
pour I’aflatoxine B, pure ainsi que la bonne sépa- 
ration des oflatoxines B et G, on peu+ conclure 
qu’aucun des supports étudiés n’est utilisable 
dans l’état actuel de leur fabrication. 

Une position aussi rigide si elle était justifiée 
quand on ne possédait pas d’aflatoxine de réfé- 
yce, peut certainement être assouplie mointe- 
riant qu’on en dlspose. La présence d’un témoin 
constant permet en effet de lire des chromato- 
grammes où les RF peuvent avoir des valeurs 
très différentes de 0,50 à condition que la résolu- 
tion soit bonne ; c’est le cas quand on peut obte- 
nir une variation de RF d’au moins 0,09, les 
taches correspondantes des aflatoxines B et G 
étant à la limite bien séparées. 

Le tableau Ill montre que l’on pouvait facile- 
ment utlllser l’ancienne fabrication des chroma- 
grammes Kodak K 301 V (lot 1827-1-3) tandis 
que depuis leur nouvelle présentation (lot 22-I. 
9), la résolution est moins bonne et on obtient 
des RF encore plus bas. Le seul avantage de ce 
nouveau lot est la planéité plus grande du sup- 
port, mais il était préférable d’avoir des supports, 
qui se gondolent et de pouvoir s’en servir dans 
le problème qui nous préoccupe. 

En fait, cette transformation du comportement 
des chromagrammes K 301 V correspond à la 
présence d’un gel de sllice différent en particu- 
lier quant à sa granulométrie. 

Ill, - DISCUSSION 

Il est regrettable que de tels changements 
puissent se produire dans une fabrication où 
seule /a constance des propriétés peut offrir un 
intérêt pour l’utilisateur. Les changements de- 
vraient être connus et n’intervenir que dons le 
sens d’une amélioration générale des propriétés. 

Dans le cas particulier des oflatoxines, le 
grand intérêt suscité dès leur sortie par les 
couches minces toutes prêtes disparaft actuelle- 
ment puisqu’aucun des produits testés ne convient. 
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Pour les chromagrammes K 301 V la résolution o RF = 0,56 : Polygrom MN RF = 0.53) mois II 
diminué et dans les meilleures conditions n’y G! plus de séparation des aflatoxines B et G 
(1.1 p. 100 de méthanol), la différence des RF quand on analyse un mélange complexe. 
devient si faible qu’elle ne permet plus la dis- On est donc contraint de recourir aux méthodes 
tinction des deux taches d’oflatoxine B et G. traditionnelles avec leurs inconvénients quant 
En même temps le RF de I’aflatoxine B diminue aux manipulations mais on obtient des chroma- 
presque de moitié. togrammes reproductibles et ayant un grand 

On peut remorquer que les seules C. M. per- pouvoir de résolution ; enfin. on est assuré. 
mettant de retrouver un RX voisin de 0,5 avec dans les qualités très pures des gels, de ne trou- 
mélange à 5 p, 100 de méthanol sont sur support ver que de faibles variations d’un lot de produit 
souple (aflatoxine B, pure support K 301 V à l’autre. 
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En conclusion, on peut dire qu’actuellement 
aucune des couches minces précouchées éfu- 
diées Ici n’est convenable pour étudier les 
aflatoxines. Les méthodes traditionnelles restent 
donc les seules disponibles. Il faut signaler en 
ce qui concerne le gel de silice pris comme gel 
de référence, qu’actuellement, seuls les gels 
MN NHR et HR très pur Merck ont des vana- 
tiens faibles d’un lot à l’outre. Tout récemment 
la Malson Camag vient de sortir à son tour des 
gels de sihce précouchés sur plaque de verre, 
l’épaisseur de la couche étant rigoureusement 
uniforme et valant 250 p. Les séparations obte- 
nues sont excellentes tant par leur résolution 
qw par la valeur des RF quand on utilise le 
Kieselgel WA avec amidon comme hanf. 

II est possible que d’autres lots de ces produits 
«de confection » sortent dans un avenir plus ou 
moins proche, lots quf présenteront des proprié- 
tés différentes de celles qui sont exposées ici. 
Les chiffres indiqués peuvent servir de base à un 
étalonnage plus serré réalisé dans les condi- 
tions précises du laboratare qui le fera. On devra 
encore longtemps posséder un stock du produit 
de référence et rester très prudent lors de son 
renouvellement. 

On peut cependant espérer que des gels 
convenables seront bientôt couchés sur support 
souple, le plus intéressant, et pymettrpnt d’élar- 
gir le domaine d’utilisation de la chromotogra- 
p,hie sur couche mince, au moins en ce qui 
concerne I’éfude des aflatoxines. 
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SUMMARY 

In view ofthe greai number of new films for thin layer chromo+ogrophy, 0 
staiement obaut lheir use in ihe problem ofofioiaxinr wos needed. Trials, made 

wiih CI greai number afsolven+s, bave shawn their inadequacy for ihe chromo- 
tography of aflafaxins and the irregulariiy of the commercial drugr affered, 
according ihe series. 

Therefore, the research warker bas to prepare himrelfthis Rhin loyer on a 
glass ploie. The problem offhe choie ofa ihin loyer of reference hor been sol- 
ved by +he use ofsilica gel carefully purifled and by +he regularity of iir pro- 
duction. 

It is hoped that in o near Mure, Ihe firmr Will prepore +he thin loyers wiih 

on odequate silice gel in order +a face the problems of the chrxnatography of 
aflatoxinz and ihoi films wiII no longer show rame iroublerome differences. 

RESUMEN 

Las nuwos pellculas paro 10 cromaiogroiia en copas delgadas siendo muy 

numerosar. se necesitaba uno seleccidn en cuanio o IU utiliraci6n para el studio 
de 10s oflatoxinas. Los ensayas efectuador con disolventer mostroron 10 inadap- 
tocion de 40s paro la cromaiografia de las afiatoxinas y tombien la irregula- 
ridad de 10s producios comerciales, segon 10% reries. Pues ei burcador debe 
empleor 10s mbiados tradlcionales. preparanda el mismo estas copor delgadas 

sabre lamina de vidrio. Se rerolvid 10 relecci6n de una topa delgada de refe- 
rencio utiiizondo silicogelas particularmente purifirados. cuya production 
es muy regular. Se puede esperar que pranto las fabricantes emplearon para 
la preporaci6n de las capor delgados une sllicogelo adecuoda, y que yo 
na se enconiroran diferencior incomodas entre las reries de las peliculas 10 que 
resolveria 10s problemar hechos par 10 cromatagrafia de las oflotoxinor. 
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