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1.

Conclusion des travaux

de la premisre réunion du sous—groupe II(thyréostaticues
* =) b

de la Commission Scientifigue Vétérinaire, tenue le 2,2.76

La méthode officielle prévue dans certains Etats membres pour la détermi-
nation des résidus de thyréostaticues dans la viande fraiche et pertant
sur 1l'examen histologicue de la thyroide ne peut &tre appliguée au contrBle

effectué & 1'importation des viandes fraiches en provenance de pays tiervs.

Lz méthode retenir doit Bire le procédé par fluorescence élaboré par le

a
prafesseur Verbeke et décrit & l'annexe,

Ce procédé permet de constater la présence des substances & effet antihor—
monal suivantes : tapazol, propylthiouracile, phénylthiouracile, thiouracile
et méthylthiouracile,

Sa sensibilité est de 10 pph.

Le procédd peut Bire appliqué, de fagon moncdimensionnelle, sous forme
d'éprouve de triage et ensuite, & deux dimonsions, en vue de lg détermi-
nation définitive.

Les expériences ont &été effectudes sur plus de 10 Q00 échantillpns dans

5 laboratoires.

Une diminution éventuelle de llactivité en ce qui concerne les viandes
réfrigérées depuis trois semaines environ peut Etre compensée en augmentant

la gquantité de l'échantillon,
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ANNEXE

éthode d'analyse pour la détection de substances

entithyroidiennes dans ln viande fraiche

Objel et domaine :

Deeminn rotabstences entithyroYdiennes dans la viande fralche,

Principe :

Les subsinances & action anti-hormonele, gue l'on appelle auvssi les anti-
hormones (AH)? sont cxtraites des tissus par du méthanol, La gaisse est
éliminde Doy extraction & 1'¢ther de wnétrole. Les amines et les acides

aminds cont éliminés pnr le passnage de l'exirait sur un échangeur d'ions

fortement acidifisd (p.ex. DOUZI 50 WX8).

Aprés neutralisation, l'exiroit est concontré puis mélangé & une solution-

tampon, Les lipides polaires sont extraits bar de 1'éther diéthylicue,

On laisse ensuite les anti-hormones réagir au WBD-C1 (7-chloro-4-nitrobenzo-
2-oxa-1,3nitrodiazol jAldrich 16 326-0). Ce vroduit réagit uniguement aux
thiols et amines, Apreés réaction, les combinaisons AH-NBD formées. sont,

en milieu acide, extraites par de 1'éther diéthylicue. Aprés séchage et
gvaporation juscu'lau veolume désiré, on dépose la fraction d'éther didthylicue
sur une plaque & couche mince, Cette plague est développée bi-dimensionnel-

lement.,

Avent d'8tre vaporisée; cette nlague est contrflée quant aux spots fluorescents
a 36Snm, Elle est ensuite vaporisée & 1'aids de cysiéine alcaline ou d'une

solution de cystéamine, Ce faisant, les combinaisons AH-NBD, qui ne sont

PA5 fluorescenies, sont transformées en combinaisons cysteine-WBD qui sont

foriement fluorescentes (seuil de détection < 1 ng).

NBD-Cl + AH.H -—> AH-NBD + HC1
combinaison absorbante

AR-N3D + CY35.3 —_ CYS-NBD + AH
combinaison fiucorescente

Les AH donc détectés sous forme de spots qul ne deviennent fluorescents
qu'aprés la ve isati i t typi ] binai -
e'apres la vaporisation {(ce cui est typlgue pour ces comoinaisons SH)e

Lt'identité des anti~horaones est établie par la comparaison Rf avec des

. références,

o/
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Léxénération du Dowex 50 WXB : sur un filire Buchner, laver 100 g

de résine avec de lteau distillée jusou'd réaction neutre 3 légerement

acide, Fnsuite, la résine sur ls filtre est successivement traitée

par 1 litre de MaOC + 2 F, laver & l'eau distillée juscru'ad rérciion

légérement alcaline,traitée par 1 litre de HCl + 2 W puis laver & 1l'enu

distillée juscu'd réaction légerement zcide.

3.9. TLC Fertigplatten Kieselgel 60 sans indicateur de fluorescence

(Herck art. 5721)

3.10.Indicateur zu bleu de bromothymol : 0,05 <> de bleu de bromothymol
(Merck 3026) dans de 1'cau-éthanol 50 %
3.11,K0H méthanolicue : dissoudre 6 g de KOH dans 100 ml de méthanol,

3.12.Liquide de vaporisation :

3.13.LHéférences :

~ solution I : mélanger 50 ml d'alcool
dénaturé et 50 ml d'isopropanoi, Ajouter

2 ml d'ammoningue 25 %

- soluticen II : dissoudre 0,6 g d'hydrochlorure

de cystéine (ou de 2-mercaptodéthylamine)

dang 20 ml d'egu. C(onserver cette solution
au réfrigérateur a + 5° C (1a solution doit
8tre remplacée si un dépdt se forme nendant

la conservation).

— réactif & vaporiser : mélanger journslloment,

immédiatement avant la vaporisation, 2 ml de

solution II et 100 mi de la solution T,

Les AH utilisés comme références sont repris au tzbleau ei~dessous., A

partir de ces références, préparer des sclutions-méres renfermant 20 ml

de AH par 100 ml de méthanol, Pour le HTU, il faut ajouter de 1l'eau

distillée et une trace de HC1l pour cue le produit se dissolve. Le PhIU

est dissous dans un mélange de benzéne-méthanol (8 : 92, V/V).

Référonces utilisdes

Produit

Symbole

TAP tapazole
(2-mercapto~l-néthylimidazole)

PTU 4(6)propyt-2-thiouracil
{¢~hydroxy—2~mercapto—-6-propyl pyrimidine)

PhTU 4(6)-phényl-2-thiouracil
(4-hydroxy-2-mercapto~6-phénylpyrimidine)

TO 2~thiouracil
{(4-hydroxy-2~mercaptopyrimidine)

MTU 4(6 ) méthyl-2-thiourscil

({=hydroxy-H=méthyl-2-mercaptoprrinidiac

\

e
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5.10,51liminer, sous un courant de N
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Verser la phase méthonol/eau (5.3.) dans 1'ampoule., Placer un tube
d'extraction sous la colonne el percolgr_la-solution a traverslla
colonne & un début de ca 2 ml/min., Lorsque e licuide a praticuement
pénétré entigrement dons la résine, laver la colonne & l'nide de 5l
de méthanol 75 %. Laisser la colonne se vider. (Rassembler la résine
de ceg colonnes dans un récipient ferné en présence de HClAl N ; wvoir
rézénération du Dowex 50 ; 3.8.).

Titrer 1'éluat de ls colonne avec du KOE méthanolicue (3.11.) en présence
de hisu de bromothymel juscu'd coloration bleu-vert.

Réduire 1'éluat sur un Cvaporateur rotatif jusgu'd ca 1 ml, a £0° C,
Hélanger 1'éluat réduit et 5 ml de tampon pH = & (voir 3,6.).
Contrfler le pH & 1'aide d'un pH-métre et l'ajuster éventuellement 7
34 8, Transférer (éventuellement) le mélange dans un plus petit tube
d'extraction d'une contenance d'environ 20 ml,

Eliminer les lipides polaires en extrayant la shasestampon par 4,

3 et 3 ml d'éther diédthylicue {voir 3...).

57 1'éther subsistant dans la phase-tampon,

Réaction

——— s e e ey

S5.11.4jouter, & la phase~tempon 0,1 ml de solution WED-CL (3.7.) et 0,5 ml de

méthancl. Placer, pendant 1 heure, la cuve & réaction dans un bain-—

marie fermé, & 40° C. (Lla réaction s'opére dans 1'obscmrité),

5.12,Aprés refroidissement? ajouter 3 ml d'éther didthylicue (2.4.).

5.13., Ajouter du fa

Ljuster 1le pH entre 3 et 4 par l'adjonction de 1 ml de HC1 1 W,

Aprés agitation et décantation, transférer lo phase supérieurs (éther),
gui renferme le AHdérivé dans un deuxiéme tube & extraction (éventuelle~
ment un tube pour centrifugation gradué).

insuite, extraire encore & deux reprises la phase aqueuse‘é ltaide de

2 ml d'éther diéthylicue,

, 80, anhydré (0,5 = 1 g) aux phases combindes d'éther

digthyiicues, Agiter-le mélanger et décenier la phase éthérde dans

un tube pour centrifugatiion gradué.

5.14. Evaporer la phase éthérée (5.13.) sous un courant de W, jusqu'a

0,5 ml (= glande thyroide) ou 0,2 ml (= viande, .foie rein). Si un
gystéme & deux phases se prodult pendant l'évaporation, ajouter du

méthanol jusgu'd obtention d'une phase homogéne.
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6.8, Tn les comparant avec la distance de migration (valeur Rf) des références,
examiner si les échantillons analysés renferment des taches suspectes.
51 un couloir de migration ne contient pas de taches suspectes; congi-
dérer gue l'échantillon corresnondant est négatif, ©1i laz vileur I
d'une dee taches suspecies correspond & celle obtenue 4 1l'aide de 1l'une

des références AH, i1 fout confirmer 1'identité du LH par la chromatogra—

nhie vi~dimentsionnelle.

Jévelopnement bi-dimensionnel (6,9, = 6.16,)

6.9, Diviser une plaque de gel 'de silice activé (6.1.) comme 1'indigue la
fig. 2.

6.10.8ur cette plaque, déposer au point de départ S (fig. 2) 50 & 100nel de
ltextrait concentré (5.14.). Seuls les AH, dont la présence est présumée
gprés l'anzlyse monodimensionnelle, sont dépesés sur la plague au titre
de référence.

(NOTE : lorsqu'il ne faut anzlyser qu'un seul échantillon, on peut
immédiatement pratiguer le développement bi-dimensionnel et diviser
la plaque comme 1'indigue la fig, 2).

6,11, Le chromatogramme est développé suivant le premier sens de migrstion,

4 1'aide de chloroforme~éthanol (95 : 5, V/V) dans une euve non saturée.
6.12.Aprés développement jusqu'a la hauteur désiréde, retirer la plague et la
seécher soigneusement sous wn courant dfair.

6.13.51 nécessaire, déposer au point de dépert (5) de 1'échantillon, 5 & 1l0mel
du ou des AH présumé(s) présent(s). Ce mode cpératoire peut 8ire utile
comne comparaisor Rf supplémentaire entre une tache inconnue et la
référence, aprzs le deuxigme développement.

6.14.Fnsuite, développer la plaque, perpendiculairement au premier sens de
migration, & l'aide de chloroforme~acide propionique (95 : 5, V/V).
Lprég développement, sécher soigneusement la plagque (éliminer l'acide
proplonigue avant de vaporiser des réactifs alcalins ) sous courant
atrir,

6.15.Examiner les chromatogremmes & 366 nm, marcuer et vaporiser les taches
fluorescentes (et éventuellement les taches absorbantes) selon 6.6.
et £.7.

6.,16,Bteblir 1'identité des mnii~hormones par comparaison des Rf et des

références dans le oremier et le second sens de migration.
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FiG 1 : Développement monodimensionnel

Screening de quelques échantillons de glande thyroide
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FIG 2 : Développement bidimensionnel
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