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IstraZivana je mogucnost kvantitativnog odredivanja patulina u jabu¢nom
soku. Postupak je ukljudivao ekstrakciju patulina iz soka s pomocu etil-acetata,
procicavanje ekstrakata kromatografijom na stupcu silikagela te kvalitativno
1 kvantitativno odredivanje s pomocu tankoslojne kromatografije. Izlaganjem
ploca za tankoslojnu kromatografiju koncentriranim parama amonijaka dobi-
veni su derivati s intenzivnijom fluorescencijom, $to je olaksalo kvantitativno
fluorodenzitometrijsko odredivanje patulina. Grani¢na koncentracija, 3to se s
pomocu upotrijebljene metode mogla odrediti, bila je 200 ng &istog patulina i
100 pg patulina na litru soka. Djelotvornost postupka bila je od 78 do 110%,
a prosje¢na vrijednost djelotvornosti bila je 98%.

Kljucne rijeci: analiticke metode, fluorodenzitometrijska metoda, kromatografska teh-
nika, mikotoksini, plijesni

Patulin, uz aflatoksine i penicilinsku kiselinu pripada karcinogenim metabolitima raz-
licitih vrsta plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium. Ti mikroorganizmi ¢esto kontami-
niraju velik broj namirnica, pa je rast plijesni i sinteza njihovih toksi¢nih metabolita
(mikotoksina) u namirnicama potencijalna opasnost za zdravlje ljudi (1-8). Biosinteza
mikotoksina u namirnicama ovisi o temperaturi okoli$a, vrsti namirnice, vrsti plijesni i
o ostalim okoli$nim uvjetima. Izmedu njih, temperatura i supstrat opisani su kao naj-
vazniji parametri $to utje¢u na rast plijesni i biosintezu mikotoksina. Niska temperatura,
primjerice, inhibira rast nekih plijesni iz rodova Aspergillus i Penicillium i sprecava sintezu
aflatoksina, dok velik broj sojeva plijesni iz roda Penicillium moZze rasti pri niskim tem-
peraturama i sintetizirati patulin i penicilinsku kiselinu (6, 9-11). Velik broj razli¢itih
supstrata osnova je fungalnog rasta i sinteze mikotoksina do razli¢itih opsega (2, 3, 7,
8, 10-14).

Patulin, jedna od najmanjih, ali ne i najjednostavnijih molekula medu mikotoksinima,
mnogo je obe¢avao kao antibiotik Sirokog spektra prije nego $to mu je dokazana toksic-
nost. Kao kemijski spoj patulin je nestabilan, ali mu se stabilnost povecava pri niskim
pH vrijednostima (npr. u vo¢nim sokovima). Osobito je stabilan u jabu¢nom soku, pa
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su u komercijalnim sokovima pronadene koncentracije patulina i do 1 mg x L™ (15, 16).
Tako visoke koncentracije patulina posljedica su kontaminacije plodova izrazitim pro-
ducentom toga mikotoksina - plijesni Penicillium expansum (16). Patulin je toksi¢an za
mnoge bioloske sustave, ali njegovo znacenje u izazivanju bolesti u ljudi i Zivotinja nije
jo$ sasvim objasnjeno (17). Oralna doza (LDsy) u miSeva iznosi 35 mg x kg™ tjelesne
mase a, injicirane pod koZu, subletalne doze inducirale su u Stakora potkoZne sarkome
18, 19).
( Prisx)ltnost patulina i ostalih toksi¢nih i karcinogenih mikotoksina u namirnicama i
krmivima dovela je do $iroko koncipiranih istraZivanja povezanih s kemijskim spojevima
Sto inhibiraju rast plijesni i/ili sintezu mikotoksina i razvoj metoda za njihovo odredivanje
(20-26). Metode analize patulina uklju¢uju spektrofotometriju (15), tankoslojnu kroma-
tografiju (26, 27), plinsku kromatografiju (8, 28) i tekuc¢insku kromatografiju visoke dje-
lotvornosti (12, 29, 30).

Jabuke, a i proizvodi od njih dobiveni, uvelike se upotrebljavaju u prehrani stanovnistva
u nas. Imajuéi na umu da je plijesan Penicillium expansum glavni uzroénik kvarenja uskla-
distenih jabuka, a da je patulin izoliran iz kontaminiranih plodova i jabu¢nog soka,
zadatak ovih istrazivanja bio je da se istraZi mogucnost fluorodenzitometrijskog odredi-
vanja patulina u jabu¢nom soku, i da se procijeni veli¢ina pogreske tijekom kvantitativnog
odredivanja patulina tom metodom.

MATERIJAL I METODE

Pripravljene su otopine standarda patulina (Sigma Chemical Co, St. Louis) u kloro-
formu (¢ = 20-200 mg x L) i na ploce za tankoslojnu kromatografiju naneseno je u
trostrukom pokusu 5-20 pl takvih standarda (plo¢e Merck - Darmstadt, 20 x 20 cm; sloj
silikagela Fysy). PloCe su razvijene u sustavu otapala benzen : metanol : octena kiselina
(90:5:5), a suviSak otapala bio je uklonjen s ploca u struji vruceg zraka (26). Osvjetljavanjem
kratkovalnom UV lampom zabiljeZene su razvijene crvenoljubicaste mrlje patulina koje
su imale R; vrijednosti od 0,18. Koncentracija patulina u mrljama odredena je s pomocu
fluorodenzitometra »Camag« - T-Scanner s W + W pisacem, metodom gaSenja fluores-
cencije (24). Maksimum apsorpcije dobiven s pomocu primarnog filtra bio je 254 nm, a
maksimum emisije, dobiven s pomoc¢u sekundarnog filtra bio je 415 nm. Odziv fluoro-
denzitometra bio je udeSen na nulu na povrsini prazne ploce za tankoslojnu kromato-
grafiju sa slojem silikagela Fasy. Izmjerene su u milimetrima visine vrhova kojih su se R;
vrijednosti podudarale i, kao srednje vrijednosti serija od po tri usporedna pokusa ucrtane
su u koordinatni sustav. Potom su ploce izloZzene parama koncentriranog amonijaka u
kadi za razvijanje, da se dobiju mrlje s intenzivnijom fluorescencijom (4). Nakon izlaganja
parama koncentriranog amonijaka, mrlje patulina su fluorescirale plavo pod dugovalnim
UV svjetlom. Fluorodenzitometrijskim mjerenjem zabiljeZeni su vrhovi kojih su visine
(srednje vrijednosti tri usporedna vrha) ucrtane u koordinatni sustav u ovisnosti o koli¢ini
patulina nanesenog na tanki sloj. Tako su dobivene baZzdarne krivulje za odredivanje
patulina na tankom sloju (slika).

Analiza patulina u jabucnom soku

U deset uzoraka od po litru jabu¢nog soka dobavljena iz trgovine, dodan je standard
patulina u rasponu koncentracija od 100 do 1500 pg x L™ (tablica). Nakon homogeniziranja
preneseno je po 100 ml svakog uzorka u 10 Erlenmeyerovih tikvica od 500 ml. Patulin
je ekstrahiran i proc¢ié¢en prema metodi $to su je opisali Scott i Kennedy (26). Ekstrakcija
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ploca je bila izlozena parama amonijaka
plate exposed o ammonia fumes

ploca nije bila iziozena parama amonijaka
Plate not exposed to ammonia fumes
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Slika. BaZzdarna krivulja za fluorodenzitometrijsko odredivanje patulina
Figure.  Calibration curve for fluorodensitometric determination of patulin

0
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Tablica. Dodane i ponovno odredene koncentracije patulina u jabuénom soku

Table. The recoveries of added patulin concentrations in apple juice

Dodano / Added X S cv R
(ng x L (ng x LY (ug x L) (%) (%)
0 0 0 0 0
100 78 393 50 78
200 163 718 44 81,5
400 3425 158 46,1 85,6
500 461 2424 485 9,2
600 605,5 365 60,8 101
800 833,5 420 52,5 104,2
1000 1096 572 57,2 109,6
1100 1251 437,7 39,8 110,4
1200 1266 662 55,2 105,5
1500 159 644 43 106,4

n
Aritmeticka sredina / Aritmetic mean ~ X= 2 Xi/n
i=1

Standardna devijacija / Standard deviation S= Z X21-(2X1) /
1=1

Koeficijent varijabilnosti / Coefficient of vuﬁubzltty: CAV.%=(S/X)x100
Utvrdeno od dodane koli¢ine / Recovery: R=(X/c)x100
¢ = dodana koli¢ina toksina / amount of toxin added
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je provedena s po 200 ml etil-acetata tresenjem uzoraka na laboratorijskoj tresilici s 20-30
pomaka u minuti, tijekom 60 minuta. Ekstrakti su potom profiltrirani preko naboranog
filtar papira i prociséeni kromatografijom na stupcu silikagela. Eluati $to su dobiveni
nakon stupne kromatografije, dodatno su procis¢eni postupkom preparativne kromato-
grafije. Nakon koncentriranja, eluati su kvantitativno preneseni u staklene bocice volu-
mena po 20 ml, otapalo je otpareno u vakumu pri 20 mm Hg stupca, a ostatak je otopljen
u po 500 ul kloroforma. Pojedina¢ni ekstrakti bili su naneseni u liniji preko ploce za
preparativnu tankoslojnu kromatografiju (sloj silikagela debljine 2 mm). Nakon razvijanja
u sustavu otapala benzen : metanol : octena kiselina (90:5:5) (26) mrlje kojih je R; vrijednost
bila 0,18 ostrugane su i eluirane s kloroformom, a potom je kloroform otparen. Ostatak
je otopljen u 250 pl kloroforma i upotrijebljen za kvantitativno odredivanje fluorodenzi-
tometrom.

REZULTATI I RASPRAVA

Ni u jednom od deset izvornih uzoraka jabuénoga soka dobavljenih iz trgovine nije,
s pomocu upotrijebljenih metoda, dokazan patulin. Odredivanjem razli¢itih koli¢ina pa-
tulina dodanih u jabu¢ni sok, uo¢eno je da intenzitet razvijenih mrlja ¢esto nije bio do-
voljno jak za kvantitativno mjerenje, pa su razvijene ploce za kromatografiju bile izlagane
parama koncentriranoga amonijaka. Naime, prema Ciegleru i Kurtzmanu (4) mrlje patulina
na ploci za tankoslojnu kromatografiju intenzivnije ¢e fluorescirati ako se plo¢a nakon
razvijanja stavi u atmosferu para koncentriranog amonijaka. Buduéi da su istraZivanja
provedena na plo¢ama silikagela s fluorescentnim slojem (F,s54), upotrijebljena je za kvan-
titativno odredivanje patulina metoda gasenja fluorescencije ploce, to su je opisali Pohland
i Allen (31) i Radi¢ (32). Rezultati nasih istraZivanja pokazuju da je granica odredivanja
patulina s pomoéu fluorodenzitometra bila 200 ng Cistog standarda (slika). U pokusima
odredivanja standarda patulina $to je u poznatim koncentracijama bio dodavan u jabu¢ni
sok, taj je mikotoksin bio ponovo dokazan u rasponu 78-110% od dodanih koncentracija.
Granica odredivanja bila je 100 pg patulina na litru soka, a prosje¢na vrijednost djelot-
vornosti postupka bila je 98%.

ZAKLJUCCI

Ni u jednom uzorku jabuénoga soka dobavljena iz trgovine patulin nije dokazan.

Tankoslojna kromatografija na sloju silikagela F,5; moZe posluziti kao preliminarni
pokazatelj prisutnosti patulina u jabu¢nom soku, buduéi da nakon razvijanja plo¢a u
atmosferi zasi¢enoj parama amonijaka, taj mikotoksin ima jasnu fluorescenciju.

Fluorodenzitometrijsko odredivanje koli¢ine patulina na plo¢ama silikagela Fys, uspjes-
no se moze provesti metodom gasenja fluorescencije. Ovakvo odredivanje ne zahtijeva
skupe instrumente, nije nuzno veliko iskustvo analiti¢ara, a vrijeme analize krace je nego
u analitickih metoda kao $to su npr. spektrofotometrijska metoda ili teku¢inska kroma-
tografija visoke djelotvornosti. Metodika se moZe brzo prilagoditi rutinskoj analizi i po-
godna je za laboratorije koji nisu opremljeni vrlo preciznim, ali i znatno skupljim ins-
trumentima.

Zbog osjetljivosti i pouzdanosti (mogu se s velikom sigurnoséu odredivati i nano-
gramske koli¢ine) i zahvaljujuéi tome §to se moze vrlo brzo prilagoditi za kvantitativno
odredivanje niza mikotoksina, fluorodenzitometrijska metoda vrlo je prikladna za prov-
jeru kvalitete u industriji hrane.
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Summary
THE DETERMINATION OF PATULIN IN APPLE JUICE

A quantitative method for the determination of patulin in apple juice was examined. The procedure
involved patulin extraction from apple juice with ethyl acetate, clean-up with column chromato-
graphy and preparative thin-layer chromatography. Fluorescent derivatives, obtained by exposure
of patulin on chromatographic plates to concentrated ammonia fumes, permitted a convenient quan-
titative fluorodensitometric assay of patulin by means of the fluorescence quenching method. The
detection limits were 200 ng of pure patulin and 100 pg of patulin per litre of apple juice. The
recoveries of added patulin ranged from 78 to 110.4 per cent, with a mean recovery of 97.8 per
cent.
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