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RESUME

La détermination de la teneur de plusieurs mycotoxines (aflatoxines, ochratoxines, zeara-
lenone) réalisée par fluorodensitométrie par réflectance sur couche mince, est décrite et discutée.
L’étude de la variabilité des mesures pour le dosage de I'aflatoxine B, est présentée.

INTRODUCTION

La détermination de la teneur de plusieurs mycotoxines, et en particulier de
celles qui ont été mises en évidence comme polluants naturels des produits agricoles
et alimentaires, s’effectue par appréciation de l'intensité de fluorescence induite
par la lumiére ultra-violette longue ou courte selon la nature de la toxine.

Dans la plupart des cas, la recherche et le dosage des mycotoxines consiste a
extraire la toxine du produit étudié, aussi quantitativement que possible, & éliminer
de l'extrait les impuretés génantes, 4 séparer la ou les mycotoxines par chromato-
graphie en couche mince, enfin a les doser par évaluation de leur intensité de fluo-
rescence apres avoir confirmé leur identité.

L’estimation quantitative de la concentration de mycotoxines aprés chromato-
graphie de la solution en couche mince, peut se faire soit visuellement en comparant
Iintensité de fluorescence de la substance & étudier avec celle obtenue a partir d'une
solution standard, soit indirectement a 'aide d’un fluorodensitométre.

La premiére technique peut conduire, d’aprés BECKWITH et STOLOFF (1968) a
des erreurs d’estimation de I'ordre de 30 p. 100 dues entre autres, 4 I'appréciation
subjective du manipulateur, a la difficulté d’évaluation de différences d’intensité
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de fluorescence et aux nombres de dilutions ou concentrations de l'extrait souvent
rendues nécessaires pour ajuster la concentration en mycotoxines de l'extrait a celle
du standard. Quant 4 la technique densitométrique, elle présente I'avantage d’étre
plus objective et précise, 4 2 4 4 p. 100 d’aprés PoNs et al. (1966) et surtout plus rapide,

Plusieurs types de fluorodensitométres ont été décrits pour le dosage des afla-
toxines, 'estimation des teneurs en toxines avec ces appareils se fait, soit par fluoro-
densitométrie par transmission (BECKWITH et STOLOFF, 1968), soit par fluorodensi-
tométrie par réflectance (PoNs, 1971 ; BELJAARS et FABRY, 1972 ; JEMMALI, 1973).

L’objet du travail présenté dans cette note est, d’une part, d’étudier I'évaluation
des différentes mycotoxines (aflatoxines, ochratoxines, zearalenone) par fluorodensi-
tométrie par réflectance au moyen du Vitatron TLD 100, et, d’autre part, d’estimer
les variations de teneurs en toxines entre plaques et les variations de teneurs en toxine
sur une méme plaque. Ces estimations sont effectuées pour I'aflatoxine B, seulement.

MATERIEI, ET METHODES

I. — Matériel d’étude utilisé
Appareillage et véactifs utilisés.

— Fluorodensitomeétre ().
Le schéma de I'appareil est représenté a la figure 1.

F16. 1. — Schéma du Vitatron TLD 100

1 : Source de lumiére avec lampe Hg 7 :+ Amplificateur linéaire

2 : Photomultiplicateur 8 : Metre enregistreur

3 : Filtre primaire 9 : Intégrateur

4 : Filtre secondaire 10 : Amplificateur variable

5 : Table d’échantillons 11 : Enregistreur avec intégrateur
6 : Excentrique

— Mycotoxines standards :

Aflatoxines B, B,, G,, G, (3 ;
Ochratoxines A, B (3) ;
Zearalenone (%).

(*) Vitatron TLD 100.

(3) Produits Makor chemicals,

(3} Fournis aimablement par Dr CampBELL (F. D. A)).
(%) Fournis aimablement par D* MirocHa (St Paul).
(%) Spectronic 505 Bausch et Lomb.
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Le tableau 1 donne les caractéristiques physico-chimiques ayant servi & déterminer les
concentrations des solutions de mycotoxines par spectrophotométrie (5).

TABLEAU I

Caractéristiques des mycotoxines étudides

Ochratoxines ()
Aflatoxines (1) dans benzéne- Zearalenone (%)
dans benzéne-acétonitrile (98/2 v/v) acide acétique dans
Mycotoxines B (99/1 v/v) alcool absolu
B, B, G, G, A B
Poids moléculaire ....... 312 314 328 330 403 369 318
en nm (maximum d’ab-
sorption) ............. 348 348 355 355 333 320 274
Coefficient d’extinction...| 19 800 20 900 17 100 18 200 5 550 6 000 13 909
Concentrations en pg/ml| 0,97 0,57 0,65 0,62 11,9 23,9 13,2
des solutions utilisées (%) 0,72

(1) (RoDRICKS et STOLOFF, 1970).
(%) (SroLoFF et al., 1971).
(3) (Urry et al., 1966).

(4) Lessolutions de mycotoxines correspondent &4 I'optimum de concentration pour l'obtention de
bonnes mesures.

— matériel courant de chromatographie couche mince ;
— plaques chromatographie couche mince de gel de silice MN-GHR ;
— solvants de développement des différentes mycotoxines résumés sur le tableau 2.

TABLEAU 2

Solvants de développement utilisés pour les difféventes mycotoxines

Solvants Mycotoxines
Ether-méthanol-eau Aflatoxines
(96/3/1 viv) B; B, G, G,
Toluéne-acétate d’éthyle-acide Ochratoxines A, B
formique (6/3/1 v/v) Zearalenone

II. — Mdéthode utilisée
Mode opératoire.

Des quantités connues et croissantes de mycotoxines sont déposées sur plaque a I’'aide d'une
seringue Hamilton. Aprés développement du chromatogramme on procéde a la lecture des taches
au fluorodensitométre en utilisant des filtres convenables pour chaque groupe de toxines (tabl. 3).

Pour I'étude des variations interplaques et intraplaque, effectuée seulement avec 1'aflatoxine
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TABLEAU 3

Filtres en nm utilisés pour les mycotoxines étudiées

! Filtres Mycotoxines

i N

' Aflatoxines i Ochratoxines ; Zearalenone
Primaire } 365 332 | 313%
Secondaire | 443 475 ; 443

* En raison des difficultés d’obtenir une raie a 313 nm, différentes combi-
naisons des filtres ont été testées ; c’est I'association d’un filtre liquide L 313
4 un filtre B (1) qui nous a donné satisfaction.

(1 Vitatron.

B,, on dépose sur cinq plaques couche mince de silica gel des concentrations croissantes en toxine,
de plus on a déposé sur une méme plaque plusieurs fois deux différentes concentrations d’afla-

toxine B,.

Expression des résultats.

Pour toutes les mycotoxines étudides, un diagramme d’étalonnage est établi en portant les
valeurs des nombres d'impulsions représentant les surfaces des pics correspondant a l'intensité
de chaque tache en fonction des teneurs en mycotoxines. Pour 'aflatoxine B, une analyse de

variance est effectude sur les résultats entre plaques et a I'intérieur d’une plaque.

RESULTATS

A. — Courbes d’étalonnage des différentes toxines

Afin d’éprouver le degré de liaison entre les 2 facteurs (nombre d’impulsions,
¥, et concentrations en toxines, x) nous avons calculé le coefficient » pour chacune
des courbes d’étalonnage. Les résultats (tabl. 4) montrent une liaison hautement

significative entre les teneurs en toxines et le nombre d’impulsions.

TABLEAU 4

Coefficients r velatifs au degré de liaison enive les concentrations en toxines

et le nombre d’impulsions pour les difféventes mycotoxines

Mycotoxines 4
B, 0,99
i B, 0,98
Aflatoxines Gy 0,99
G, 0,98
) A 0,98
Ochratoxine B 0,97

Zearalenone 0,97
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De plus, la figure 2 montre que cette liaison est linéaire pour toutes les toxines
dans le domaine considéré,

Par ailleurs, on constate que pour une méme teneur en toxines, les intensités
de fluorescence des aflatoxines se classent par ordre décroissant d’intensité comme
suit : B, > B, > G, > G,. Ces valeurs ne sont pas en accord avec celles relevées dans
la littérature (PoxNs et al., 1966) donnant des intensités de fluorescence dans 1'ordre
suivant : B;, G,, B,, G;. Ces résultats différents s’expliquent par le fait que les intensités
de fluorescence sont, en particulier, fonction de la nature du silica gel employé pour
les plaques (pureté, granulométrie), des filtres secondaires utilisés et des particula-
rités du fluorodensitométre employé (RODRICKS, 1973 ; JEMMALI, 1972).
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F16. 2. — Courbes d’étalonnage des différentes mycotoxines étudiées

Notons que les intensités de fluorescence des 4 aflatoxines déterminées en milieu
liquide sont également différentes selon que le solvant utilisé est du méthanol, de
I’éthanol ou du chloroforme (Poxs et al., 1969).

L’intensité de fluorescence des différentes aflatoxines doit &tre précisée pour chaque
lot de silice utilisé. Dansle cas des ochratoxines, la fluorescence de A est supérieure
a celle de B.

B. — Dosage des aflatoxines : précision de mesures

Les résultats relatifs 4 1’étude des variations interplaques et intraplaque sont
rassemblés dans les tableaux 5 et 6. On constate, aprés analyse de variances :

o que les variations interplaques mettant en jeu les erreurs dues 3 l'effet plaque,



TABLEAU 5

Evaluation de U'aflatoxine B, (0,97 pg/ml) & laide d'un fluovodensitométre par véflectance.
Etude de la variation interplaques (reproductibilité)

Plaques MN. G-HR

. . 1 2 3 4 5
Volume déposé | X : Aflatoxine B,
en pl en ng . . X
Y : Nombre d’impulsions (intégrateur)
'
2,5 2,42 18 13 18 13 15
5 4,85 32 32 29 30 33
10 9,70 67 66 64 57 67
15 14,55 99 98 96 100 99
20 19,% 134 130 124 127 127
Analyse de variance
Source de variations Somme des carrés DL Carré moyen F
Plaques 1,44 4 17,86
Concenftrations 43 015,84 4 2,92
Erreur 97,76 16 6,11
A 5p. 100 Fi; = 3,01 2,92 T4, : Facteur plaque non significatif.
Coeff. var. (%) = Effet plaque 169.20 2.9
)2 x 100
Dépose Erreur Carré moyen = = 8,46 CV = ——— = 4,2
Développement 20 67,7
Lecture Y= 67,7
TABLEAU 6

Evaluation de I'aflatoxine B, (0,72 pug/ml) & Uaide d’un fluovodensitométre pav véflectance.
Etude de la vaviation intraplaque (répétabilité)

Plaque MN. G-HR

Volume déposé 2,5 ul 20 pl
x : Aflatoxine B, en ng 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 14,4 144 144 144 144
¥ : Nombre d’impulsions . 5
(intégrateur) 12 12 13 12 12 99 98 99 100 100
S = 0,200 $? = 0,70
S = 0,44 S = 0,83
y = 12,2 y = 99,2
Coeff, var. (%) = 38,6 Coeff. var. (%) = 0,84
S% = 0,45
Sy = 0,67
Yy = 55,7

Coeff, var. (%) = 1,2
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& la dépose, au développement des plaques et a la lecture, entrainent une erreur
totale de 'ordre de 5 p. 100 exprimée en terme de coefficient de variation ;

e que les variations intraplaque sont peu importantes, elles sont de I'ordre de
1,5 p. 100 dans l'intervalle considéré.

A partir de cette étude, il était également intéressant de faire une évaluation
statistique de la précision sur la base d’'un étalonnage. Il suffisait alors d’effectuer
une mesure par valeur de concentration et d’exploiter statistiquement ces résultats
en utilisant la méthode des moindres carrés.

A partir des valeurs obtenues sur une plaque (plaque n° 1) nous avons calculé
la droite de régression extimée de y en x

y=ax + b= 6863 x -} 0,1072

La formule de propagation des erreurs permet de déduire pour une valeur x, donnée
I'intervalle de confiance pour y,

x)?

yoita\/1+:—1+(ﬁo—s%— (1)

. . I . . .
I'intervention du terme en ,, provient de 'erreur sur l'estimation du point moyen

Xo — )?)’)

(%, ) (n : nombre de couples de points pour tracer la droite), celle du terme (L—S—ZZ_-

provient de Uerreur sur U'estimation de la pente de régression. I’erreur qui en résulte
sur la prévision est d’autant plus grande que le point %, concentration étudiée’est
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F1G. 3. — Droite de régression pour Uaflatoxine B,

et courbes représentatives des intervalles de confiance
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plus loin du point moyen. Quand x, varie, les limites de confiance de y, correspondant
décrivent les deux courbes représentatives (fig. 3) de I'équation (1), ¢ = 2,8 pour
3 degrés de liberté avec un risque de 5 p. 100.

Pour un y, donné, la valeur de x, correspondante se lit sur la méme droite de
régression et son intervalle de confiance se détermine 4 partir des courbes tracées.
La valeur numérique de Uintervalle de confiance est :

ts I (Yo—J)"
x"j:a \/I_‘_n+ a® Sx?

CONCLUSION

La fluorodensitométrie par réflectance constitue une méthode de choix, dans le
domaine d’application étudié, pour l'estimation quantitative des mycotoxines.
Compte-tenu de l'appareil utilisé, la meilleure sensibilité se situe entre 2 et 15 ng
pour les aflatoxines, 10 et 100 ng pour l'ochratoxine A, 15 et 150 ng pour l'ochra-
toxine B, 25 et 150 ng pour la zearalenone.

Regu pour publication en mai 1974.
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SUMMARY

EVALUATION OF DIFFERENT MYCOTOXINS (AFLATOXINS, OCHRATOXINS, ZEARALENONE)
ON THIN LAYER PLATES BY REFLECTANCE FLUORODENSITOMETRY

A technic of quantitative evaluation of different mycotoxins (aflatoxins, ochratoxins, zeara-
lenone) on thin layer chromatography is described and discussed. A critical study of determina-
tion of aflatoxin B, is presented and discussed according to variance analysis.
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