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(Recu le 22 jaavier 1979)

La patuline est un metabohte commun & plusxeurs especes d’Asperg:l[ms‘, de
Penicillium, de Gymnoascus et & Byssochlamys nivea'. Ce produit, qui fut d’abotd
étudié pour ses propriétés bactériostatiques, s’est avéré €tre un toxique: par. mrctmn
sous-cutanée, il induit Ia formation de tumeurs?®; d’autre part ses propnetes mutagenes
ont été mises en évidence chez Sagccharemyces cerevisiae®.- . = :

Les micromycétes producteurs de patuline sont largement tepr%entes dans ia.
mycofiore de denrées alimentaires diverses. Au cours des derniéres années, la myco-
toxine a été mise en évidence dans du jus de pomme*, dans des fruits (pommes,
poires, péches, abricots, raisins, bananes, ananas)®. Dzﬁ‘ereates méthods analy’aques
ont ét¢ proposées permettant de définir les taux de contamination' 7. celle retenue
par VAssociation of Offjicial Analytical Chemists a fourni, pous 26 laboratoires
travaillant sur les mémes échantillons, des résultats hétérogénes®. Cette observation
nous a conduits a élaborer une méthode de dosage de la patuline utilisant un solvant
organique miscible a i’eau, I'alcool isopropylique, et, comme agent de révéiation sur
chromatographie sur couche mince (CCM), I'acétate d’aniline. . :

MATERIEL ET METHODES e

Echantillons L
La méthode a ét€ appliquée & I’analyse de jus de- pomme soxt mdustneis soxt

préparés par nous-mémes 2 partir de fruits sains ou altérés,; et & celle de  jus: de raxsm
Le rendement du procédé d’extraction a été établien utilisant des jus de pomme

artificiellement contaminés par de la patuline cristallicée {(Serva Fembmchcm, Heldel-

berg, R.F.A)).

Extraction '

50 m! du jus de pomme sont additionnés de 50 mi du melance 1soptopan0!—
acétate d’éthyle (60:40, v/v). Aprés une agitation de queiqum minutes, on ajoute
10 g de chlorure de sodium et on poursuit Pagitation 3 min  température du. Iahora-
toire. L’adjonction de chlorure de sedinm provoque une séparation de: Ia phase
organique et de la phase agueuse. La premiére est soutirée, desséchée sur sulfate de
sodium anhydre, concentrée, sous volume de 2 ml, sous vide en chauﬁant & 50° au
maximum, puis reprise par 25 m! d’acétate d’éthyle et 75 ml de benzéne.-. . :
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Purification de Uextrait

Cette purification, par passage sur colonne de silice, est effectuée dans les
conditions décrites par Scott® (colonne de 15 g de silica gel 60, 200 mesh, Merek,
Darmstadt, R.F.A.; €lution par benzene—acet;ate d’céthyle (75:25, v/v); récupération
de Peffluent correspendant A un volume d’¢lution compris entre 100 et 300 ml;
concentration sous vide & 50°; solubilisation i ns 500 ml de chloroforme).

Chromatographie sur couche mince

L’extrait et des dilutions successives d'une solution de patuline cristallisée &
1 ug/ml en chioroforme sont déposés sur couche mince de silice (silica gel 60). Une
premiére élution est réalisée avec le mélange pentane-acétate d’éthyle (96:4, v/v);
aprés évaporation, une seconde élution, dans la méme direction, utilise le mélange
éther isopropylique-pentane-éthanol-pyridine (84:12:4:0.8, v/v) en cuve 3 atmos-
phére non saturée. Aprés développement, les chromatogrammes sont laissés 1 h, a
température ambiante, dans une piéce ventilée obscure, pour assurer I’élimination des
solvants. IlIs regoivent ensuite, en pulvérisation, le réactif, préparé extemporanément:
acide acétique glacial (0.9 ml), eau distillée (8.1 ml), zniline (1 ml}. Les chromato-
grammes sont chauffés 10 min a 80° et examinés sous irradiation UV (lampe Philips
HPW 125). L’intensité de la fluorescence jaune-verditre de la patuline peut étre
appréciée a 'oeil nu, ou mesurée par densitométrie.

Daosage densitométrique
Il a été réalisé sur un fluorodensitométre PH I 5, Vernon (Paris, France),

pourvu d’une source “Mercure” (longueur d’onde de la lumiére d’excitation: 256 nm;
filtre Wratten 4A).

RESULTATS

La fiabilité de la méthode d’extraction par le mélange isopropanol-acétate
d’éthyle a été étudiée en utilisant des jus de pomme commerciaux ou préparés au
laboratoire et des jus de raisin, additionnés de patuline i des taux variant de 10 a
200 pg/l. Les résultats enregistrés au cours de cinq essais figurent dans le Tableau L.
Dans I’ensemble de notre expérimentation la moyenne du pourcentage de récupération
de la mycotoxine a été supéricure a 91 %/ (les résultats d’un certain nombre d’essais
figsurent dans le Tableau I).

La détection en CCM de la patuline par ie réactif que nous employons corres-
pond vraisemblablement a la formation d’une base de Schiff® sous Paction de acétate
d’aniline. La plus faible quantité de mycotoxine visible, dans ees conditions, sous
irradiation UV, a I'ceil nu, est 0.004 uxg. : :

Le dosage fluorodensitométrique apparait possible dans les limites de concen-
tration ot la loi de Beer s’applique; ainsi que 'indiquent les valeurs portées dans le
Tableau II, ces limites sont 0.010 et 0.1 ug. N

Les mesures fiuorodensitométriques doivent étre effectuées dans 'heure suwant
Papplication du réactif sur le chromatogramme; pour pouvoir les faire ultérieure-
ment, il convient de conserver le chromatogramme a Pobscurité, 1a couche mince
étant couverte par une autre plaque de verre. En 'absence de ces précautions, urs
couleur brune se développe.
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TeiBLEAU  §
PDURCENTAGE DE RECUPERATION DE LA PATULINE ,
Moyenne du pourcentage de récupération: 91.2; écart type: 5.2.

Quantité de Quantité de toxine extraite (exprimée en %, de la qmntiié de toxine ajoutée)
toxine ajoutée — —
(ugil) Jus de pomme Jus de pomme, non clarifié, Jus de rcisin
commercial JSabriqué au lnboratoire commercial
1 2 7 2

10 90 %0 90 95 85 .

20 88 9% - 95 88 92 .

50 92 85 87 84 %0 -

75 83 S0 93 87 104

100 92 102 90 < 95 85
200 95 100 88 95 98
TABLEAU 11
DOSAGE DENSITOMETRIQUE DE LA PATULINE
Quantité ( Q) de patuline déposée Moyenne ( M) de surface de pic Coefficient de o
(ug) (mn¥) (n = 6) » variation (%, o
0.010 7.8 16.6 1.28
0.015 11.8 9.3 1.27
0.020 158 32 ¢ 1.26
0.025 20.2 39 . 124
0.050 . . 351 33 . 127
0.060 47.9 2.9 1.25
0.080 64.0 - 3c 1.25
0.1G0 80.1 39 1.25
0.150 107.7 45 1.39
0.200 140.5 4.0 .42

Différents solvants oni ¢té utilisés pour développer les chromatogrammes sur
couche mince. Ainsi que I'indiquent les données rassemblées dans le tableau IIL, le
mélange éther isopropylique-pentane—€thanol-pyridine (84:12:4:0.8, v/v) présente |
I'avantage de séparer neitement la patuline de l'acide pénicillique; or ce dernier
métabolite, produit par de nombreuses espéces fongiques,.risque d’étre présent dans
des jus de fruit et réagit avec I'acétate d’aniline comme la patuline. D’autre patt ce
solvant d’élution ne permet qu’une migration chromatographique limitée de sub-
stances absorbantes en UV normalement présentes dans 'extrait de jus de pomme.

TABLEAU IIX
VALEURS Re: DE LA PATULINE ET DE L’ACIDE PENICILLIQUE

Systémes utilisés: 1, éther isopropylique-pentane-éthanol-pyridine (84:12:4:0.8); 2, toluene—acetatc
d'éthyle-90% acide formique (50:40:10); 3, chloroforme-acétone (90:10); 4, chloroforme-méthanol
(35:5); 5, pentane-acétate d’éthyle (96:4).

Systéme
1 2 3 4 5
Fatuline 0.32 0.39 042 0.35 0
0

*¢ cide pénicillique 0.23 0.41 0.40 0.35
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DISCUSSION

Dans la méthode décrite ci-dessus, la concentration de I'extrait organique de
jus de fruit est réalisée sans chauffage 3 une température supé€rieure 2 50°. Dans des
séries d’essais nous avons observé que le respect de telles conditions expérimentales
évite la formation de substances fluorescentes sous irradiation UV, pouvant perturber
le dosage de la patuline, et une perte apparente, partielle, de cette derniére. I est
vraisemblable que ces deux phénomeénes, liés 'un a I'autre, correspondent & une
réaction d’addition entre la mycotoxine a fonction iactone et des composés aminés,
une réaction de ce type étant favorisée par I'élévation de la température®®.

L’extraction par le mélange isopropanol-acétate d’éthyle permet de recouvrer
91 9 de la patuline introduite dans un jus de fruit; d’autre part la répétition des essais
a fourni des résultats quantitativement homogénes. Il semble qu’en matiére de rende-
ment cette méthode d’extraction est meilleure que celle préconisée par I’ Association
of Official Analytical Chemists®.

Reiss!!, ultérieurement Scoti®, ont utilisé le chlorure de 3-méthyli-2-benzo-
thiazolinone-hydrazone pour mettre en évidence ia patuline en CCM.

La limite inférieure de détection de la mycotoxine, avec ce réactif, est de
0.010 pg, alors qu’avec Paniline en milieu acétique elle atteint 0.004 pg. L’utilisation
de ce dernier réactif permet d’autre part de ne pas avoir de coloration de la couche
mince de silice ce qui facilite un dosage dela mycotoxine par densitométrie. Nous
avons d’autre part noté que sous irradiation par un rayonnement UV non filiré, e
spot de patuline présente une absorption aprés vaporisation d’aniline; cette absorp-
tion est visible en superposant le chromatogramme et une pilaque de cellulose.
Certaines observations nous conduisent a estimer que ce phénomeéne pourrait servir
de base & un mode de confirmation de la présence de patuline dans un produit
alimentaire.
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