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(Rep le 6 mars 1978; manuscrit modifii IXQI !e 7 avril 1978) 

Des substances toxiques de c?i@rents types ant &tC d&&es chez Aspergillus 
fumigatus”. Rkemment, nous avons mis en evidence un nouveau groupe de quatre 
composCs, Ies fumitoxines A, 33, C et Da. La structure exacte de ces toxines da pas 
encore et6 etablie mais phsieurs conshntes physiques et quelques caractkistiques 
chimiques sent connues5. Les seules possibilites d’evahtation quantitative dans les 
extraits bruts dont nous disposions &Gent des dosages biologiques (a&t du develop- 
pement de l’embryon de poulet, inhibition de cultures celhrlaires, effet lets1 pour 
Artemia sdina L.). Mais ces methodes ne permettent pas de distinguer les toxkes les 

_ unesdes autres. * 
En utilisant des proprietes d’absorption dans l’ultraviolet (UV) et la possibilite 

de separation des- fumitoxines par chromatographie sur couche mince (CCM), nous 
nous sommes attaches & mettre au point urre m&bode de dosage par photodensito-- 
metric. 

Fumitoxines 
Les substances cristalliskes ont et6 preparks au laboratoire a partir d’extraits 

organiques de cuhures in vitro d’&ergillrrsfiunigatus Fres.*. 

Chromatographie sur couche mince 
Tous les essais ont ettc effect&s sur couches minces de gel de silice de 0.25 mm 

d%paissem (plaques finks Merck, en verre). En chromatographie d’adsorption, les 
plaques sont prealablement activees ir 110” durant 40 min. En chromatographie de 
partage, l’eau &ant la phase stationnaire, elks sont hydra&s avant l’emploi. Les 
fumitoxines sont deposks en solution chloroformique sous volume de 2 ~1. Apres le 
developpement, les plaques sont s&h&s sous courant d’azote. Les composb absorbant 
dans 1’UV sont rep&es en plamt sous le chromatogramme une couche mince de 
cellulose qui, en “brihant” sous LJV de grande longueur d’onde (lampe Philips HPW 
125) fait apparaitre Ies substances absorbantes sous la forme de taches sombres, sur 
fond blanc-bleu. 
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Spectroplwtom&ik 
Les spectres d’absorption daus l’UV des fumitoxines cristallis&s s&t eff&tuk 

en solution Cthanolique (20 p&nl), c&s des ewes en quartz, sur un spectrophoto- 
m&e D. B. Beckman. Les mesures photodensitomkiques sout r&i&s par transpa- 
rence sur un photom&re-integrateur Vernon PHI-5 (Vernon, Paris, France) kquipk 
dun bloc d’alimentation et dune lampe-source “Mercure” haute pressioti en utilissnt 
I& bande d’knission li 365 nm. Les lectures sont eff&u&s en utiJisant l’etalon internee 
de densite de l’appareil pour 0.2 ou 1 de densite optique k pleine kchelle. 

Essais sur extraits de pro&it &g&al 

Pour simuler un dosage B partir d’extraits de produits natureis contamines, 
50 g de drkhe de betterave sont soumis B une extraction chloroformique (63”, 2 x 1 h, 
4.5 ml de chloroforme par gramme de d&he s&he). AprZs Climiuation des lipides 
par l’hexaue et concentration, l’extrait est addition& d’une solution chloroformique 
de fumitoxine A (concentrations allant de 1 - lo-’ & 1 - lo-‘). 

En CCM, la separation des quatre fumitoxines par adsorption est tres delicate et 
peu reproductible. Elle est plus aike et plus con&ante en chromatographie de partage 
(Tableau I). Les phases acides acc&rent Ia migration mais donnent des separations 
mediocres. Les phases basiques detruisent totalement Ies toxines &udiees. L’utilisation 
de l’eau comme phase statiommire permet une bOMe separation et des valeurs de RF 

TABLEAU I 

C--TWJ= CHROMATOGRAPHIQUES ETPHOTOh@TRIQUES DES FUMI- 
TOXINJZS . 

S~~tkne~ utilisb: (1) m&hanol-chloroforme (2:98); (2) ether kthylique; (3) bexmkx-a&ate d’thyle 
(30:70); (4) benzhe-a&ate dWtyle (30:70) saturk d’eau; (5) tcluhz-a&ate d%thyIe (5050) satun5 
d’acide acktique I N. 

Toxzke RF consrales 

spectrophotom~triques 
sobs. de 20 pgjmi 

Acisorptio~ Partition I --.r. Densit& 

I 2 3 4 5 
optique 

Fumitoxine A 0.26 0.05 0.09 0.33 O&7 320 
334 
348 

Fumitoxine B 0.37 0.15 0.16 0.43 0.49 320 
334 

Fumi;oxineC 0.27 0.13 0.12 0.39 0.49 320 348 

334 
.348 

FumitoxineD 0.23 0.01 0.05 0.2l 0.43 ;iz 
348 

0.540 
0.810 
0.740 
0.620 
0.750 
0.660 
0.670 
0.840 
0.780 
0.710 
0.760 
0.640 
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Fig. 1. Courbe photodensitom&ique du chromate gramme d’une &par&ion s-x couche mince des 
fumitoxines A, B, C et D dans un extrait de culture d’A. flmigatus. Plaque de gel de silice 60 
(Merck) de 0.25 mm d%paisseur, d&elopp& en benz&ntxx&ate d’ithyIe (30~70) sate d’eau. 
Photo@tre intbgrateur ensegistreur PHI-5 Vernon, source “Mercmz” hate pression, bande d’:mis- 
sion B 365 nm. 

t&s reproductibles (&art type: + 0.02 pour 8 essais). Le syst6me choisi pour les 
mesures photodensitom&riques est un m&mge benzZn+a&tate d’ethyle 30:70 (v/v) 
satuS d’eau (Fig. 1). Dans les extraits bruts, la s6paration peut &re sensiblement 
ameliorie par la technique du d&eloppement multiple (2 & 3 dkveloppements). 

Les spectres d’absorption dans 1’UV des kmitoxines en solution Cthanolique 
prCseMent les trois memes A,,,_ ; pour chacun de ceux-ci, les deusitks optiques sont 
tnk proches (Tableau I). L’essentiel de l’absorption se fait dans I’UV de grande 
longueur d’onde (330-350 MI). Ceci rend possible des mesures photodensitom&riques 
par transparence, au travers de couches minces dent le support, en verre, n’ar&te que 

TABLEAUII 

RELATION ENTRl3 LES QUANTJT& DE FUMITOXI-NE A D&‘OS@ ET L’ABSORJFTION 
DANS L’UV EN CCM 

Quantitc? de Lecture Erreur Non&e 
t0xin.e deposcfe 
(fig1 

Surface des 

Pia (mm21 

(%) d’essais 

20 370.5 1482 3.2 11 
15 334.7 1320 2.8 9 
10 321.7 ._ :1161 3.3 9 

i 181.3 73.2 623 292 4.2 3.4 11 9 
1 38.4 153 4.6 9 - 
0.8 33.5 134 6.5 11 
0.4 20.7 83 6.2 6 
0.2 13.7 55 8.4 6 
0.1 6.7 27 9.7 11 
0.05 - 14 32 6 
0.027 limite de d&ection - - 
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TABLEAU III 

DOSAGE DE LA FUMITOXINE A DANS UN EXTRAIT CONTAM& DE DRECJkIE DE 
BE-ITERAVE 

Conen_ de fimitoxine 
imorpr~e(IO-6) 

Concn. mesurPe Ecort tyge Erreur maximum Volume 
(10-6) pour 6 essais (?&I d’khantillon 

de’POS& (PL?) * 

10 9.83 0.05 2.2 10 

5 4.82 0.05 4.8 10 
1 1.03 0.02 5.0 10 

0.5 0.52 0.03 10.0 20 

0.1 0.12 0.02 44.0 
0.05 non dosable - - 

* L’extrait d&rai& de 50 g de &he est repris par 2 ml de chloroforme. 

les rayormements de courte longueur d’onde. Les rkultats de l’analyse des chromate 
grammes par cette technique sont rapport& dans le Tableau II. Les mesures n’ont 
Cti effect&es que sur la fumitoxine A, la plus abondante dans les extraits de cnlttrres 
fongiques et l’une des plus toxiques sur l’embryon de poule+‘, mais les constantes 
present&s plus haut montrent que la methode peut C%re Cgalement utiliske pour ies 
trois autres. 

La visualisation au moyen de la plaque de cellulose est possible pour des 
quantitb comprises entre 0.02 et 0.04 pg mais cette evaluation approximative nest 
pas applicable a un dosage. 

Par photodensitomkie, la limite de detection est environ 0.03 ,~g; mais au 
d&h de 0.1 pg, l’erreur est Cgale ou supkieure Q 10%. 

L’application de la methode a l’analyse d’un produit vegetal n’apparait possible 
que dans le cas de concentrations de fumitoxine supkrieures B 0.5 - 10m6 (Tableau III); 
pour des concentrations plus faibles, le volume d%chantillon a deposer est incom- 
patible avec une r&solution correcte sur couche mince. En revanche la methode est 
utilisable clans I’etude de la production des fumitoxines par des cultures d’A. fmigatus, 
les concentrations dans les extraits &ant de l’ordre de I- 10S2 ZL 1 - 10m4. 
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