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La patuline est uu mttabolite comrmm B plusieurs esp&& d’&&ii(ust de 
Peniciikm, de C+mmzxm et h Byssoc~tkmttys ttkerzf. Ce pra&& + fur d'abdrd 
&u&C pour ses propri&& bact&iiastatiques, s’est aver6 &e un @xique:. par i&jr&& 
sous-cutanee, il iuduit la foliation de tumeu&; d’autre part ses proprik$ r$agCneS . 
ont 6ttC mises en hideuce chez Saccharomyces cereva;riae. _; 

Les micromycetes produtieurs de pat&he sonE iaqeme+ r&r&S&da& 1; 
mycofiore de denrks alimentaires &verses. Au tours des derui&es auu&s,~Ia ~&$%I- 
toxine a it6 mise en kvidence dans du jus de pomme4s5, dq, de fruig @o-p, 
pokes, pkhes, abrkots, raisins, banaaes, anam@. DZErent~ ~&ho&$ an&$kpes 
orrt itt proposkes pemetiznt de d&nir tes. taux de contamir!ratiorP-f ; c&e retenue 
par 1’Association of OJSd Analytical Chemists a four& $%a~_. 29 iabora$bk$g 
travaillant sur les mEmes kchantihons, des rkuhats hiterog&resS. C’ette~observatioo 
nous a conduits a &borer une m&ode de dosage de ia pa&line utifisaut un s@va$ 
organique miscible SL z’eau, l’afcool isopropylique, et, comme agent de rk&ti&r sur 
chromatographie sur couche mince (CCM), I’acCtate d’aniiine. _. 

MA-@RiEL ET Ml?-FlXlDES ) . 
- . _ :. 

&kmtillons 
.\ . 

-1. 
La mithode a it& appliquee Q I’analyse de jus de-po.mme soit indukiels, s&t 

prepares par nous-m&es & partir de fruits sains ou a.Urb, et aceEe de. jt@& _r@r& 
Le rendement du prcx6d~ d’ex$radon a c5tk &abEi en utifis~~ desj$s de pomme 

artificiellemeut contauhis par de la patuhe e&&i&e @er~a F~inbiod~~$~~~ Heidel: 
berg, R.F.A.). : 

Extraction :L : ,_ 
50 ml du jus de pomme sent additionn& de 50 ml du g&mge isopropyl@- 

a&ate d’ithyle (60240, .v/v). -4prZs une. agitatioo de quelques, x&tuteS, 0~. a&e 
10 g de chlorure de sodium eE on poursuit f’a$&ion 3 min & @t@~~e da hbok- 
:ove. L’adjonction de chlorure de sodium provoque tme s@aratior~ de .@_ @ase 
organique et de la phase aqueuse. La premiere est soutir&, de&@r%sUr Snlfa.&,.$e 
jodium anhydre, concentr&, sous volume de 2 ml, sous vide err c~&fikt .a,%? a@ 
maximum, puis reprise par 25 ml d’a&ate d%thyle et 75 ml de bem&ne- 1 -_ ::. _ ‘_.. 
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L%-ifiation de Ye-wait 
Cette purification, par passage sur colonne de silk, est effect&e dans les 

conditions decrites par Scott’ (colonne de 15 g de silica gel. 60, 200 mesh, Merck, 
Darmstadt, R.F.A.; Clution par benzene-ac&$te d’ethyle (75:25, v/v); r&up&ration 
de l’effluent correspondant a un volume d‘lution compris entre 100 et 300 ml; 
concentration sous vide Q 50” ; solubilisation h ns 

i 
500 ml de chloroforme). 

Chomatographie sur couche mince 
L’extrait et des dilutions successives dune solution de patuline cristalli_& B 

1 pg/ml en chioroforme sont deposes sur couche mince de silk (silica gel 60). Une 
premiere elution est r&ah& avec le melange pentane-a&ate d’Cthyle (96:4, v/v); 
aprts evaporation, une seconde Clution, dans la meme direction, utilise le melange 
&her isopropylique-pentane-kthanol-pyridine (84:12:4:0.8, v/v) en cuve 5 atmos- 
phere non saturke. Aprb developpement, les chromatogrammes sont laisses 1 h, B 
temperature ambiante, dans une piece vent&k obscure, pour assurer l’elimination des 
solvants. 11s rccoivent ensuite, en pulverisation, le rkactif, prepare extemporanement: 
acide a&ique glacial (0.9 ml), eau distilk (8.1 ml), aniline (1 ml). Les chromato- 
grammes sont chauffes 10 min 5 80” et examines sous irradiation W (lampe Philips 
HPW 125). L’intensite de la fluorescence jaune-verdbtre de la patuline peut Ctre 
appr&%e & l’oeil nu, ou mesurke par densitomitrie. 

Dosage densitomPtrique 
II a ctC rkalisC sur un fluorodensitometre PH I 5, Vernon (Paris, France), 

pour-vu d’une source “Mercure” (longueur d’onde de la lumitire d’excitation: 256 nm; 
filtre Wratten 4A). 

RESULTATS 

La tiabilite de la mithode d’extraction par le melange isopropanol-a&tate 
d’ethyle a CtC CtudiGe en utilisant des jus de pomme commerciaux ou prepares au 
laboratoire et des jus de raisin, additionnk de patuline g des taux variant de 10 B 
200 &l. Les resultats enregistres au tours de cinq essais figurent dans le Tableau I. 
Dans l’ensemble de notre expkrimentation la moyenne du pourcentage de r&cup&ation 
de la mycotoxine a Cti supkieure B 91 y< (les resultats dun certain nombre d’essais 
figment dans le Tableau I). 

La dkction en CCM de la patuline par le reactif que nous employons corres- 
pond vraisemblablement 2 la formation d’une base de Schiffg sous l’action de l’acktate 
d’aniline. La plus faible quantite de mycotoxine visible, dans ces conditions, sous 
irradiation UV, ti l’oeil nu, est 0.004 pg. 

Le dosage ffuorodensitomttrique apparait possible dans les limites de concen- 
tration oh la loi de Beer s’applique; ainsi que l’indiquent les valeurs porties dans le 
Tableau II, ces limites sont 0.010 et 0.1 pg. 

Les mesures fluorodensitometriques doivent etre effectukes dans l’heurekant 
l’application du reactif sur le chromatogramme; pour pouvoir lees faire ulterieurc- 
ment, il convient de conserver le chromatogramme a l’obscurite, la couche mince 
&ant couverte par une autre plaque de verre. En l’absence de ces prkcautions, UPC 

couleur brune se developpe. 



I 
s$rrEs . 

P~URCENTAGE DE RWUPERATI~N DE LA PATULLNE , 

hioyenne du pourceu?ege de &up&ation: 9i.2; &art typ&5.2. 
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Quantitti de Qua&M de toxine extraite (exprimge en % de h qaantit2 de toxine ajo&e) 
toxine ajoutke 

fwM 
JCLS de pomme Jas de pomme, Ron clarifie, Jll~ de ratkin 
commercial fabriqd aa Iaboratoire commerck2l 

I 2 I 2 

10 90 90 90 95 8.5 
20 88 90 95 88 92 ; 
50 92 85 87 84 90 : 
7.5 83 90 93 87 104 

100 92 102 90 -: 95 
xl0 95 toi3 88 95 

TABLEAU II 

DOSAGE DEN&O-QUE DE LA PA-FULLNE 

QuaatitG (Q) de patuiine d&osr?e hloyenne (M) de surface de pit CoefFient de Q 

(.@?I (mm=) (n = 6) variation (%) z 

0.010 7.8 16.6 1.2s 
0.015 11.8 9.3 1.27 
0.020 15.8 3.2 ’ 1.26 
0.025 202 3.9 1.24 
0.050 39.1 1.27 
0.060 47.9 2; 1.25 
ct.oso 64.0 310 1.25 
0.100 80.1 3.9 1.25 
0.150 107.7 4.5 1.39 
0.200 140.5 4.0 1.42 

Differems soivants ont ite utilisis pour dkelopper les chromatogrammes sur 
couche mince. Ainsi que l’indiquent les‘ c&xm&zes rassemblks dans Le tableau ILI, le 
m&Iange ether isopropylique-pentane-6thanol-pyridine @?:I2:4:0.8, v/v) prbsente 
I’avantage de &parer nettement la patullne de l’acide p&nicihique; OF ce dernier 
metabolite, produit par de nombreuses espkes fongiques,.risque d’&tre present dans 
des jus de fruit et reagit avec I’adtate d’aniline comme la patuline. D’auttc part ce 
solvant d’elution ne permet qu’une mimtion chromatographique limit&e de snb- 
stances absorbantes en UV normalement prkentes daas l’ez++.it de jus de pomme. 

TABLEAU III 

VALEURS RF DE LA PATULINE ET DE L-ACIDE P6NICILLZQUE : 

Systemes utilis&: 1, ether isopropytique-pentaue-&hauoI-pyridine (84:12:4:0.8): 2, tolu&Kxtx3ate 
d’&hyle-90% acide formique (50:40:10); 3, chloroforme-acetone (9O:lO); 4, chloroforme-methanol 
W:S); 5, pcntane-z&ate dXthyle (96:4). 

Syste?me 

2 2 3 4 5 

F -Ituliue 0.32 0.39 0.42 0.35 0 
‘i tide pbicillique 0.23 0.41 0.40 0.35 0 
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DISCUSSION 

Dans la methode d&rite ci-dessus, la concentration de i’extrait organique de 
jus de fruit est rCalis6e sacs chaufTage B une temp&ature supkieure B 50”. Dans des 

sCries d’essais nous avons observe que le respect de telles conditions expkrimentales 
kite la formation de substances fiuorescentes sous irradiation UV, pouvant perturber 
le dosage de la patuline, et une perte apparente, partielle, de cette demitre. II est 
vraisemblable que ces deux phknomenes, IiCs l’un A l’autre, correspondent A une 

r&action d’addition entre la mycotoxinc & fonction iactone et des composCs aminis, 
une r&action de ce type &ant favoriske par 1’ClCvation de la temp&ature’O. 

L’extraction par le melange isopropanol-acetate d’kthyle permet de recouvrer 
9176 de la patuline introduite dans un jus de fruit; d’autre part la rCp&ition des essais 
a fourni des rksultats quantitativement homogenes. 11 semble qu’en mat&e de rende- 
ment cette methode d’extraction est meilleure que celle prkonis& par l’ds.suciation 
of OJjYkial Analytical Chemistss. 

Reiss”, ulterieurement Scott8, ont utilid le chlorure de 3-methyl-2-benzo- 
thiazolinone-hydrazone pour mettre en evidence la patuline en CCM. 

La limite infdrieure de detection de la mycotoxine, avec ce rkactif, est de 
0.010 pg, alors qu’avec l’aniline en miiieu acCtique elle atteint 0.004 pg. L’utilisation 
de ce dernier reactif permet d’autre part de ne pas avoir de coloration de la couche 
mince de silice ce cjui facilite un dosage de-la mycotoxine par densitomCtrie. Nous 
avons d’autre part not6 que sous irradiation par un rayonnement UV non fiitrC, le 
spot de patuline presente une absorption aprks vaporisation d’aniline; cette absorp- 
tion est visible en superposant le chromatogramme et une plaque de cellulose- 
Certaines observations nous conduisent 5 estimer que ce phCnom6ne pourrait servir 
de base Q un mode de confirmation de la prtsence de patuline dans un produit 
aliment:aire. 
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