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I.- X i s r T R O D T j c : c X < 3 
1 

1.- ELS CEREALS. 

Els cereals son uns deis compostos mes importants en l a dieta 
de molts animáis, i directament o i n d i r e c t a en l a deis homes. 
La majoria de cereals son fácilment atacables per 
microorganismes tant en e l camp, en l a recol.lecció, com un cop 
están emmagatzemats. Aquests microorganismes son principalment 
f l o r i d u r e s , que contaminen a l gra i a mes poden s i n t e t i t z a r 
productes del seu metabolisme secundar!. Dins e l s cereals, és 
e l b l a t de moro, l a materia primera más susceptible. 

Els l l a r g s períodes d'emmagatzematge, j a s i g u i en l a s i t j a , ja 
s i g u i un transport prollongat en e l cas de b l a t de moro 
importat, i n f l u e i x e n molt en aquests productes, afavorint 
l'atac per part deis microorganismes. E l s nous métodes 
d'emmagatzematge creen nous problemes en l a conservació de 
grans (CHELKOWSKI, 1991). 

E l gra absorbeix humitat a l e s capes ext e r i o r s i com que e l s 
microorganismes es poden desenvolupar a l a fase aquosa, és 
fácil que c o l o n i t z i n rápidament l a s u p e r f i c i e de l e s l l a v o r s 
i després 1 ' i n t e r i o r de l a c a r i o p s i (SCHMIDT 1991). Les 
ruptures de grans, provocades per danys mecánics o per l'atac 
d'insectes i a l t r e s éssers v i u s , son e l l l o c i d e a l per a 
1'entrada de l e s f l o r i d u r e s . Malgrat t o t , l e s l l a v o r s de 
cereals teñen una estructura característica i algún mecanismo 
de defensa enfront l a invasíó de f l o r i d u r e s , tant a l camp com 
a l magatzem (GRZESINK i KULKA, 1988). 
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La contaminació de grans i pinsos per f l o r i d u r e s té per a i s 
grangers un problema directe, associat amb e l censuro d'aquests 
aliments per part deis animáis. Inclueix baixa p a l a t a b i l i t a t , 
al.lérgies respiratóries, micosi i micotoxicosi. Tot aix5 cora 
a ruta per a l a diseminació secundaria pot a r r i b a r f i n s a 
l'home. Per tant és important assegurar l a q u a l i t a t del 
producte, disposar d'una bona metodología de t r e b a l l per t a l 
de detectar, a i l l a r , i d e n t i f i c a r i q u a n t i f i c a r e l s n i v e l l s de 
contaminació de l e s matéries primeres i deis productes acabats 
(JARVIS i c o i s . , 1983). 

1.1.- PRINCIPALS FLORIDURES CONTAMINANTS 

MOREAü i MOSS (1979) divideixen l e s f l o r i d u r e s en f l o r i d u r e s 
de camp i de magatzem. Es segueixen l e s claus de c l a s s i f icació 
generáis de BARNETT i HUNTER (1972), BOTLER i CRISAN (1977) i 
SAMSON i c o i s . (1984). Hi ha bibliografía e s p e c i f i c a per cada 
genere (s'es p e c i f i c a a i s métodes). 

Dins les f l o r i d u r e s de camp destaquem Fusarium (F, moniliforme, 
F, proliferatum, F. subglutinans, F. sporotrichioides, F. oxys-
porum, F. heterosporum, F. tricinctum, F. poae}, Alternaria 
(A, alternata), Drechslera (D. graminea, D, oryzae, D. soroki~ 
niana), Cladosporium (C. herbarun), Trichothecium (T. roseum), 
Nigrospora (N. oryzae), Epicoccum, Chaetomium, Trichoderma i 
Curvularia. 

Dins de les de magatzem destaquem Aspergillus (A. flavus, 
A. niger, A. ochraceus, A. candidus, A. fumigatus, A. glaucus, 
A. terreus. A, flavipes), Penicillium (P. crysogenum, P. cyclo-^ 
pium, P. griseofulvum, P. citrinum, P. variabile, P.viridica-
tuffl, P. purpurogenumj, i Mucorals, com Mucor, Rhizopus i 
Absidia» 
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1.2. CONDICIONS DE CREIXEMENT DE LES FLORIDURES 

E l desenvolupament de l e s f l o r i d u r e s en grans de cereals ve 
determinat principalment per l ' a c t i v i t a t aigua (a„) i l a 
temperatura. Les condicions de creixement d'algunes f l o r i d u r e s 
es pot veure a l a Taula 1. 

Taula 1.- Temperatures i a c t i v i t a t aigua (a„) que necessiten 
les f l o r i d u r e s per créixer (LACEY i MACAN, 1991). 

Floridura Temperatura (oC) a c t i v i t a t aigua (a„) 
rang óptima mínima óptima 

Aspergillus flavus 6-45 35-37 0,78 0,95 
A. candidus 3-44 25-32 0,75 0 .90-0,98 
A. fumigatus 10-55 40-42 0,85 0 ,98-0,99 
A. glaucus 5-46 30-35 0,72 0 ,93-0,96 
f--. aurantigriseum -2-32 23 0,82 >0,98 
P, brevicompactum 12-30 23 0,78 1,00 
P. roqueforti <5-35 25 0,83 1,00 
Fusarium poae 2-39 22-28 0,89 1,00 
F. moniliforme 2-37 22-28 0,87 n.d. 
F. suJbglutijians n.d. 25 n.d. n.d. 
F. tricinctum <0-35 25 0,89 1,00 
F. sporotricbioides -2-35 22-28 0,88 n.d. 
F. graminearum n.d. 24-26 0,89 0,99 
F. culmorum <0-37 25 0,89 0,99 
F. avenaceuiB -3-37 25 0,89 1,00 
Alternaría alternata 0-35 20-25 0,88 1,00 
Cladosp.herbarum -10-32 25 0,85 0,95 

1- P»iü.allllam t n.d,- no <l«tBr»inat 
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Els requeriments d'oxigen per l a f l o r i d u r a és a vegades 
sobreestimat, j a que baixes concentracions de CO2 poden 
estimular a algvmes f l o r i d u r e s . Aspergillus i Penicillium poden 
t o l e r a r concentracions molt baixes d'oxigen quan l a 
concentrado de CÔ  és p e t i t a (LACEY i c o i s . , 1993). 

E l desenvolupament seqüencial de l a . f l o r a en grans 
emmagatzemats ve associat a i s requeriments d'humitat de les 
diverses especies. En e l primer període, quan l a humitat és 
elevada, predominen l l e v a t s i b a c t e r i s . Quan aquests decreixen, 
perqué l a humitat és mes baixa degut a 1'aireado, és quan 
evolucionen e l s mesófils com Penicillium. Ais estadis fináis, 
quan l a humitat r e l a t i v a ha a r r i b a t a i s l l m i t s pels x e r 5 f i l s , 
és quan m i l l o r es desenvolupa Aspergillus (SPILLANE i PELHATE, 
1982). 

1.3.- ALTERACIONS QUE PRODUEIXEN LES FLORIDURES 

E l m i c e l i fúngic i n f e c t a a l gra mitjan^ant infiltració del 
substrat per l e s h i f e s , a l mateix temps que excreten enzims 
hidrolítics que degraden parcialment e l substrat (PALMGREN i 
LEE, 1986). 2ÜMM0 i SCOTT (1990) diuen que en b l a t de moro 
Fusarium moniliforme ataca mes l a part d e l pedicel i 
Aspergillus flavus l a part del pericarp. 

La funció primaria del m i c e l i fúngic és e s t a b l i r - s e i créixer 
en un medi, absorbint nutrients i aigua (MOSS, 1992). Poden 
d e s t r u i r grans de mido, proteines, parets c e l . l u l a r s (BECHTEL 
i c o i s . , 1985), Causen pérdues en l a materia seca, en l'ús de 
reserves de carbohidrats, l l p i d s o a l t r e s substancies de 
reserva (LACEY i MAGAN, 1991). Produeixen alteracions 
proteolítiques, pectinolítiques, cel.lulolítiques i 
s a c a r o l i t i q u e s de l e s cél.lules deis t e i x i t s (SCHMIDT, 1991). 
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Baixen l a q u a l i t a t , e l poder de germinado, e l vigor, l a 
qu a l i t a t fornera, e l valor n u t r i c i o n a l i l a d i g e s t i b i l i t a t 
(LACEY i MAGAN, 1991). Poden produir d e c o l o r a d o o pigments 
anormals. Alteren e l gust i poden emetre olors 
característiques. 

Un a l t r e aspeóte és l a producció de metabolits de baix pes 
molecular, a i s que s'anoraena metabolits secundaris. Aquests 
poden teñir diverses a c t i v i t a t s bioldgiques: a n t i b i o s i , 
f i t o t o x i c i t a t i t o x i c i t a t a i s animáis. Quan son tóxics per a i s 
humans i per a i s animáis doméstics de granja s e ' l s anomena 
micotoxines. 

1.3.1.- Les micotoxines 

Son produides per diverses f l o r i d u r e s , essent soques deis 
generes Aspergillus, Penicillium i Fusarium les mes productores 
amb dife r e n t s efectes t d x i c s . Sembla que l e s produeixen en l a 
fase de creixement logarítmic de l a f l o r i d u r a (BOTTALICO, 
1981). 

La contaminació f i n a l per part de micotoxines és e l r e s u l t a t 
d'una complexa interacció entre especies productores, e l s seus 
competidors, e l substrat, l e s condicions ambientáis i e l 
perlode d'emroagatzematge (SCOTT, 1990*; LACEY i c o i s . , 1993). 
A 1'Esquema 1 es poden veure alguns deis moments de l a 
producció de micotoxines. 

La distribució de l e s micotoxines tampoc és uniforme, j a que 
depén de cada aliment. Segons alguns estudis f e t s a i s 
labo r a t o r i s sembla que queden retingudes en e l m i c e l i , en e l s 
e s c l e r o c i s o en les esperes, i d'al t r e s s'excreten a l medi 
(PALMGREN i LEE, 1986? MOSS, 1992). En e l cas de Fusariuja 
flioniliforine KOHLER i c o i s . (1988) diuen que l a part del c u l t i u 
que produeix e l s macroconidis és toxigénica i e l mi c e l i a e r i 
on es produeixen e l s microconidis no ho és. 



SUBSTRAT Danys mecánics 
V V SUBSTRAT 

INOCULAT r 
ESPORES Insectes (a) 
-aire -danys 
-altres grans -vectors 
-maquinaria esporas 

ácids 

SUBSTRAT 
INOCULAT 

SUBSTRAT 
FLORIT 

calor Predominen temps 
(T) \ floridures toxigéniques (t)| 

Soques 
toxigéniques 

composició 
subsírat 

SUBSTRAT 
TÓXIC 

MICOTOXINA 

Esquema 1. Aspectes de la producció de micotoxines durant l'emmagatzematge 
(ABRAMSON i MILLS; 1985) 
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La seva aparició pot comportar un r i s c per a l a salut i 
serioses conseqüéncies en 1'aspeóte economic. Com tots e l s 
verins, h i ha raolta d i f e r e n c i a entre especies i dins d'una 
raateixa especie, factors com edat, sexe i estat n u t r i c i o n a l 
afecten a l curs de l e s micotoxicosi (BINNETT, 1987). E l s 
c r i t e r i s de t o l e r a n c i a varien segons e l s paisos. 

Una s e n z i l l a divisió d'algunes micotoxines segons l'efecte que 
produeixen és l a indicada per UENO (1985): 

1. Inhibidors de producció d'energía 
. moniliformina 
. c i t r e o v i r i d i n a 
. l u t e o s k i r i n a 

2. Inhibidors de l a síntesi de protelnes 
. tricotecens 
. ocratoxina A 

3. Estrogéniques 
. zearalenona 

4. Tremogéniques 
. penitrem A 
. ácid tenuzoic 

5. Carcinogéniques 
. a f l a t o x i n a Bj. 

Les atlatoxjnes. 

La toxina causant de l a mort de milers de g a l l s dindis a l 1960, 
va ésser a i l l a d a i caracteritzada per HARTLEY i c o i s . (1963). 
Son cumarines substituidos, amb a n e l l s de bifurá i 
configuracions de tipus lactona. 



Figura 1.- Estructura de l e s principáis afla t o x i n e s (PALMGREN 
i HAYES, 1987). 

A l ' a c t u a l i t a t se'n coneixen unes 18. Les mes importants son 
l a B i , l a Bi, l a Ĝ  i l a G2, que es troben de manera natural en 
un gran nombre de productes, principalment en cereals i pinsos, 
a totes l e s zones del món i en quasi t o t s e l s aliments de 
primera necessitat. Dins deis c e r e a l s , e l b l a t de moro és e l 
mes susceptible de tots (LILLEHOJ i c o i s . , 1980). També se'n 
poden trobar a l a pols de l ' a i r e deis raagatzems de pinsos (BURG 
i SHOTWELL, 1984). 

Segons DIENER i DAVIS (1969) son soques Aspergillus flavus 
i A. parasiticus les principáis f l o r i d u r e s productores 
d'aquesta toxina, encara que a l t r e s especies d'Aspergillus i 
alguna de Penicillium també ho pot ser. 

Sembla que l e s condicions óptimes per a produir l a toxina és 
de 2 a 3 setmanes, a uns 25-30OC de temperatura i una humitat 
r e l a t i v a del 88-95% (LIN i c o i s . , 1980? TRüCKSESS i c o i s . , 
1988). Pero h i ha autors que discrepen en alguna d'aquestes 
dades (MORENO i c o i s . , 1985; NILES i c o i s . , 1985). 
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Per veure l a seva presencia en un material se l a pot posar sota 
llum u l t r a v i o l a d a de 365 nm, on l a Bi produeix una llura verd-
groguenca (LILLEHOJ i c o i s . , 1980). Una a p l i c a d o i n d u s t r i a l 
d'aquest sistema és 1' A f l a t e s t . La determinado quantitativa 
es pot f e r seguint e l métode o f i c i a l espanyol (BOE n= 246, de 
14 d'octubre de 1981). 

La seva t o x i c o l o g i a va Iligada a l fact o r d o s i , edat, sexe i 
especie (UENO, 1985). Pot produir a f l a t o x i c o s i aguda, com ara 
he p a t i t i s humana i mort de molts animáis, o a f l a t o x i c o s i 
crónica, com e l cáncer de fetge primari (BULLERMAN, 1986; MOSS, 
1991*? SCOTT, 1992). L'aflatoxina Bj. és l a mes tóxica del grup. 

La legislació espanyola (BOE núm. 277 de 15 de novembre de 1988 
i l a m o d i f i c a d o a l BOE núm. 296 d ' l l de desembre de 1991) 
t o l e r a un máxim de 0,02 mg/Kg en pinsos simples i pinsos 
complets per a poros i aus (excepte animáis joves), 0,05 mg/Kg 
en pinsos compostos complets per a ruminants adults (excepte 
les femelles en l a c t a n c i a , v e d e l l s i corders) i 0,03 mg/Kg en 
pinsos complementaris per a poros i aus. A l t r e s pinsos 
compostos complets i a l t r e s de complementaris no poden passar 
de 0,01 mg/Kg. 

1.4.- MÉTODES DE DETECCIÓ DE FLORIDURES I DE MICOTOXINES 

A part de les técniques usuals de detecció de l a contaminació 
fúngica que es veuran a l'apartat de métodes, es pot u t i l i t z a r , 
entre d ' a l t r e s , l a detecció d'ergosterol o de pectina esterasa 
(WEIJMAN i c o i s . , 1984). Hi ha qui u t i l i t z a e l bactómetre 32 
d'impedáncia (WILLIAMS i WOOD, 1984). I a l t r e s empren e l PAS 
(espectroscopi fotoacústic) i e l DRS (espectroscopi de 
reflectanga d i f u s a ) , pero tan s o i s es pot a n a l i t z a r una sola 
l l a v o r cada vegada (GREENE i c o i s . , 1992). 
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Per a l a detecció de micotoxines s'empren extraccions diverses 
i determinado per cromatografía de capa f i n a (TLC), per 
cromatografía de gasos (GC), per cromatografía líquida d'alta 
resolució (HPLC), espectrometría de masses (MS) o combinats de 
váries GC/MS, entre d'altres. COLÉ (1986) apunta a l t r e s 
técniques com immunoassaigs (ELISA), técniques biosintétiques, 
c r i s t a l . l o g r a f l a de raigs X, resonancia magnética nuclear i 
espectroscopia d ' i n f r a r o i g s . 

1.5.- MESURES DE CONTROL 

S'aconsella l a utilització de métodes de prevenció, sempre que 
s i g u i possible, acompanyats d'uns controls físics, químics o 
biológics, que poden ser en ocasions d'efectes curatius quan 
ja s'ha prodult e l creixement fúngic. 

Les mesures de prevenció s'han d ' i n t e n s i f i c a r controlant l a 
infecció en e l camp (FAO, 1979). Entre e l l e s podríem c i t a r 
investigacions cap a l a selecció de v a r i e t a t s de cereals 
r e s i s t e n t s o tolerants a l a contaminació del gra abans de l a 
r e c o l l i d a (PELLEGRIN i c o i s . , 1990). 

Les mesures a emprar dins del magatzem serien mitjan^ant: 

1. Métodes físics. 

La base de control físic está en e l control de l a temperatura 
i l a humitat del producte, que queda e s p e c i f i c a t en e l diagrama 
de conservado deis cereals de BURGUESS i BURRELL, c i t a t peí 
CEEMAT (1988). 

L'increment de concentracions de CO^ o de N s'ha trobat que son 
altament efectives en l a prevenció deis desenvolupament de 
f l o r i d u r e s en e l s grans i en l a i n h i b i d o de certes toxines. 
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El n i v e l l de CÔ  necessari per i n h i b i r e l creixement de l e s 
flo r i d u r e s és mes elevat que e l que es necessita per i n h i b i r 
l a producció de l a toxina (PASTER i BULLERMAN, 1988). 

N'hi ha d'altres com e l s raigs Y, l a llum u l t r a v i o l a d a 
i n v i s i b l e , 1'espellofar, 1'eliminado de grans segons color, 
l'emmagatzematge a baixes temperatures, i sobretot secatges i 
a i r e a d o (MÜLLER, 1983; RODRÍGUEZ i RODRÍGUEZ, 1983; RAMOS i 
HERNÁNDEZ, 1991). La v e n t i l a d o controlada e s t a b i l i t z a l a f l o r a 
microbiana, a l baixar l a humitat ambiental (SPILLANE i PELHATE, 
1982). 

2. Métodes químics. 

RAMOS i HERNÁNDEZ (1991) fan una revísíó deis productes a 
emprar com ara son agents c l o r a t s , peróxid d'hidrogen, ozó, 
b i s u l f i t , amoníac, álcalis (KOH, NaOH, CO3K, COjNa, e t c . ) , 
alguns d ' e l l s ja proposats per AREVALO (1984), MAEBA i c o i s . 
(1988) i PARK i c o i s . (1988). Com a inhibidors fúngics tenim 
alguns colorants (BRAGULAT i c o i s . , 1991), pero mes difícils 
d'emprar en certs aliments. ABDELHAMID i c o i s . (1985) proposen 
camamilla, canyella o benzoat potássic addicionats a l b l a t de 
moro, que prevenen l a formado d'alguna toxina i redueixen l a 
poblado fúngica. 

3. Métodes biológics. 

Es pot emprar l a bioconversió, que és l a degradació natural 
mitjangant microorganismes. També a l t e r a d o de l'absorció 
g a s t r o i n t e s t i n a l de l a micotoxina, que s'obté afegint a l pinso 
a l u m i n o s i l i c a t hidratat de sodi o c a l c i , o bé a l t r e s productes 
com bentonita, argües, carbó a c t i u , etc. (RAMOS i HERNÁNDEZ, 
1991). 
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L'ús conjunt de v a r i s métodes físics, químics i biológics en 
d i s t i n t e s etapes del procés de f a b r i c a d o deis aliments és l a 
m i l l o r solució. S'ha de teñir en compte que a l f i n a l no s'hagin 
a l t e r a t l e s q u a l i t a t s i propietats organoléptiques deis 
aliments, n i s'hagin produit residus tóxics, i t o t aixó amb e l 
menor cost possible. 

Per t a l de controlar e l s n i v e l l s de micotoxines, c a l teñir en 
compte, a part de l a l e g i s l a d o , disposar d'una metodología per 
portar a terme l e s estratégies de c o n t r o l : 1) v a r i e t a t s 
r e s i s t e n t s de plantes, 2) prevenció de l a formado de 
micotoxines, 3) separado física de partícules contaminades, 
4) destrucció " i n s i t u " de les toxines. Hi ha d'haver un 
compromís entre consumidor i productor, per t a l de portar a 
terme e l s programes de control (JEWERS, 1988). 
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2.- EL GÉNERg FUSARIUM 

La importancia del genere Fusarium és l a seva v a r i a b i l i t a t en 
ocupar diversos nínxols ecológics. Se'l troba en l a majoria de 
biomassa de l a térra, del trópic a l c e r c l e ártic. 
El genere Fusarium atreu l'atenció de major nombre de 
científics que a l t r e s grups de f l o r i d u r e s segons LIDDELL 
(1991). Aixó es degut a qué es t r a c t a d'una f l o r i d u r a diversa, 
un grup cosmopolita responsable de nombroses malalties a 
plantes, biodeteriorament de diversos materials com ara son l e s 
podridures en emmagatzematge, i t o x i c o s i i micosi en humans i 
animáis. 

És també, com diu BRAYFORD (1989) útil en l a micologia médica 
i animal, i recentment s'ha trobat aplicació en l a i n d u s t r i a 
microbiológica i biotecnológica. Cal reconéixer que aquest 
genere és molt important quant a l a producció de micotoxines, 
i l a seva e x p l o t a d o a l a i n d u s t r i a com a font de metabolits 
i de proteina microbiana. Així alguns d'aquests metabolits es 
poden emprar com a fungicides, i n s e c t i c i d e s , a c a r i c i d e s o com 
antibiótics, entre d'altres coses. 

2.1.- SISTEMÁTICA 

Des que a l 1935 WOLLENWEBER i REINKING varen publicar e l 
t r e b a l l "Fusarium taxonomy", molts han estat e l s autors que han 
t r e b a l l a t en l a sistemática d'aquest genere. En e l s seus 
articles-resum LIDDELL (1991) i NELSON (1991) fan un estudi 
exhaustiu de l a majoria de c l a s s i f i c a c i o n s . La p r i n c i p a l 
d i f i c u l t a t és posar-se d'acord a l'hora de l a sistemática 
d'aquest genere, ja que a l ' i n t e r e s s a r a un ampli rang de 
científics i de técnics, no h i ha manera que es posin d'acord. 
La r u t i n a a l'hora de c l a s s i f i c a r no és pas fácil i tampoc és 
gens c l a r a . A mes, c a l teñir en compte l'área geográfica i que 
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e l s t a x o n o m i s t e s i e l s a l t r e s c i e n t i f i c s es p o s i n en 
c o n s o n a n c i a i c o o p e r i n . 

A 1'Esquema 2, d e s c r i t p e r NELSON (1991) e s poden v e u r e t o t e s 
l e s r e l a c i o n s que s e g u e i x e n e l s principáis s i s t e m e s taxonómics. 

WOLLENWEBER & REINKING (1935) 
(Alemanya 65 e s p e c i e s ) 

GERLACH & NIRENBERG (1982) 
(Alemanya 78 e s p e c i e s ) 

RAILLO (1950) 
( R u s s i a 55 esp.) 

GORDON (1952) 
(Canadá 26 esp.) 

SNYDER&HANSEN (1940) 
(USA 9 e s p e c i e s ) 

B I L A I (1955) 
( R u s s i a 26 esp.) 

BOOTH (1971) 
( A n g l a t e r r a 44 esp) 

MESSIAEN&CASSINI(1968) 
( F r a n g a 9 e s p e c i e s ) 

JOFFE (1974) 

( I s r a e l 33 esp) 

NELSON & TOUSSON 
& MARASAS (1983) 
(USA 30 e s p e c i e s ) 

MATUO (1972) 

(Japó 10 e s p e c i e s ) 

Esquema 2.- Principáis sistemes taxonómics del genere Fusarium 
(NELSON 1991), 



La classificació seguida des de WOLLENWEBER i REINKING (1935) 
f i n s a JOFFE (1974) és l a deis anomenats " s p l i t e r s " 
( d i v i s i o n i s t e s o escindidors) i és molt complexa. S i per 
exemple ens fixem en l a de GERLACH i NIRENBERG (1982), una de 
les mes comunament anomenades a l a l i t e r a t u r a europea, l e s 
noves especies detallades es basen en c u l t i u s en diferents 
medis. Aquesta filosofía és molt complexa en e l sistema 
taxonómic i és difícil d'emprar. 

E l sistema de classificació emprada per SNYDER i HANSEN (1940) 
f i n s a l a de MATÜO (1972) és l a deis anomenats "lumpers" 
(agrupacionistes). Es t r a c t a d'una classificació molt simple. 

La c l a s s i f icació seguida per GORDON (1952) f i n s a l a de NELSON, 
TOUSSON i MARASAS (1983) no té un nom conegut, pero és l a 
filosofía considerada mes moderada. La monografía e s c r i t a per 
BOOTH (1977) és l a primera en que tots e l s países de l a 
Commonwealth es varen posar d'acord en f e r - l a s e r v i r . BOOTH 
dona una gran informado quant a conidiófors i a conidis, que 
per a l a taxonomía de Fuseurium és molt important; destaca també 
l a presencia de les polifiálides i l e s monofiálides per separar 
seccions i especies. Seguir aquesta classificació posa en bona 
harmonía a patólegs i micologistes, entre d ' a l t r e s estudiosos 
del tema. NELSON i c o i s . (1983) redueixen a 30 l e s 44 especies 
descrites per BOOTH, pero subdivideixen especies molt 
problemátiques , com ara algunes que produeixen alt e r a c i o n s en 
l l a v o r s emmagatzemades i també toxines. Malgrat t o t l a seva 
c l a s s i f icació, que ha u n i t l e s bases USA amb l e s angleses quant 
a sistemes de taxonomía de Fusarium, no está totalment 
acceptada per paisos fo r a deis USA. 

WINDELS (1991) descriu en l a Figura 1 l a relació de teleomorfs 
(cercle i n t e r i o r ) , l e s seccions (c e r c l e mig) i l e s especies 
(fora d e l c e r c l e ) . Les seccions han seguit l a classificació de 
WOLLENWEBER i REINKING (1935) i l e s especies l a de NELSON, 
TOUSSON i MARASAS (1983). Les parts sombrejades indiquen que 
el s teleomorfs no son coneguts per aqüestes seccions. 
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F. oxysporum 

F. solani F. episphaeria 

F. moniliforme 

F. subglutinans 

F. proliferatum 

F. anthopilum 

F. lateritium 

F decemcellulare 

F. heterosporum 
F. reticulatum 
F. sambucinum 
F. graminearum 

F. equiseti 

F. acuminatum 

F. sporotrichioides 

F. tricinctum 

F. avenaceum 

Figura 1.- Connexió teleomorf-anomorf (WINDELS, 1991) 

És molt important l a clarificació en e l s termes de 
classificació, per t a l d ' e s t a b i l i t z a r e l s noms emprats en e l s 
generes i per l a recerca de l e s bases de v a r i a d o entre 
seccions, epécies, formes especiáis i races fisiológiques com 
diu BRAYFORD (1989). Per a i s microbidlegs a p l i c a t s son 
importants l e s t i n c i o n s microscópiques, e l s t e s t s enzimátics 
i e l s creixements en medis de c u l t i u per separar l e s especies 
de Fusarium. Desafortunadament, no e x i s t e i x f i n s a l moment 
ti n c i o n s o medis capados de f e r veure d i f e r e n c i e s . És per aixó, 
que e l metabolisme primari s'ha abandonat com a métode de 
classificació, emprant-se , cada cop mes, métodes mes 
s o f i s t i c a t s : 
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a) Metabolisme secundari 

Fusarium produeix pigments, antibiótics, fitoto x i n e s i 
micotoxines. S'ha d e s c r i t molt sobre e l tema, per5 l a 
naturalesa inestable d'aquest genere, i a l dependre molt deis 
nutrients que t i n g u i , entre a l t r e s factors, fa que s i g u i 
realment difícil v o l e r - l o s c l a s s i f i c a r segons e l producte que 
produeixen (MILLER i GREENHALGH, 1985). 

b) Técniques aenétiaues (BRAYFORD, 1989) 

b-1. Tr a d i c i o n a l s 

La p l a s t i c i t a t morfológica és una de l e s d i f i c u l t a t s en 
l'es t u d i d'aquest genere. E l coneixement deis t r e t s morfelogies 
i fisiológics és possible mitjan9ant análisis genétiques, que 
es poden determinar per simples gens i están exposats a 
variacions espontánies. Per t a l de conéixer l e s vies de l a 
biosíntesi deis metabolits secundaris i l ' e s t a b i l i t a t de l e s 
soques en processos industriáis, és important aquest estudí 
genétic, i sembla ser que en un futur és un deis tópics a teñir 
en compte en aquesta recerca. 

b~2. c i t o l o g i a 

F.oxysporum i F.moniliforme teñen d i f e r e n t s continguts en DNA, 
encara que l e s dues teñen 4 cromosomes. Pero dins d'aquests, 
d i l u c i d a r formes d i f e r e n t s grácies a l DNA, ja és mes difícil. 

b-3. Incompatibilitat vegetativa 

Un deis avantatges de l ' e s t u d i d e l sistema d'i n c o m p a t i b i l i t a t 
deis heterocarions és l a que des de que son responsables de 
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m a n t e n i r l a i n t e g r i t a t genética d e l m i c e l i , son d i r e c t a m e n t 
r e l e v a n t s a l a biología de l e s f l o r i d u r e s . La i n c o m p a t i b i l i t a t 
de 1'heterocarió i n d i c a que l a població genética d e l Fusarium 

és s i m i l a r a a l t r e s a s c o m i c e t s f i l a m e n t o s o s . 

b-4. Análisi de l'ácid nucle i c 

Análisi d e l DNA m i t o c o n d r i a l m e n t i seqüencialment d e l RNA 
r i b o s o m a l , sembla que p o r t a a nous camins en l a r e c e r c a e n t r e 
Fusarium. No h i ha g a i r e s e s c r i t s s o b r e e l tema. 

b-5. E l e c t r o f o r e s i 

E l s i s o - e n z i m s electroforétics poden ésser m o l t v a l u o s o s en 
l ' e s t u d i de l a variació de Fusarium, des de l a p e r s p e c t i v a de 
taxonomía g e n e r a l i també en l a identíficació de soques d u r a n t 
estudís de patología. H i ha p e r o , l i m i t a c i o n s . Peí moraent no 
se sap s i e l s p a t r o n s enzimátics e n t r e Fusarium son espécie-
específics o son r e l a t i u s a l s u b s t r a t de l ' h o s t e o a a l t r e s 
f a c t o r s ecológics, i no s'está en posició c l a r a p e r i n t e r p r e t a r 
e l s r e s u l t a t s . 

b-6. Serologia/iiBiiuno-electroforesi 

A p a r e i x com a p o s s i b i l i t a t , p e r o com a distinció de subespécies 
no, j a que a p a r e i x e n r e s u l t a t s v a r i a b l e s . Mítjangant análisis 
serológiques, s'ha v i s t que F*oxysporum, F,moniliforme i 
F.xylarioides teñen característiques antígéniques d i f e r e n t s 
(lANNELLI i c o i s . , 1982). 

E l s c o n s e l l s a s e g u i r amb l e s soques de Fusarium s e r i e n e l s 
següents : 
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- fer s e r v i r c u l t i u s recents i no d'altres e n v e l l i s . 

- e l s medis de c u l t i u PDA, PMA, EM, OA no s'han d ' u t i l i t z a r per 
t a l d'evitar una degenerado rápida de les soques. E l m i l l o r 
és f e r s e r v i r medis com SNA (NIRENBERG, 1976) o medi de c l a v e l l 
agar (TÍO i c o i s . , 1977). 

- e l m i l l o r és d i p o s i t a r e l s c u l t i u s en col . l e c c i o n s 
internacionals: CMI (Gran Bretanya), CBS (Paisos Baixos), ATCC 
(USA). 

2.2.- PRINCIPALS SECCIONS TROBADES EN LLAVORS EMMAGATZEMADES. 

U t i l i t z a n t l a classificació de NELSON, TOUSSOUN i MARASAS 
(1983) es mostren e l s carácters principáis de l e s especies mes 
trobades en e l s grans emmagatzemats. 

2.2.1.-Secció LIgEOtA 

1. Fusarium moniliforme Sheldon [= F. verticillioides (Sacc) 
Nirenberg. = F, fujikuroi Nirenberg. = F. moniliforme Sheldon 
emend Snyd & Hans pro parte]. 

Conidis: Microconidis abundants, ováis, formant llargues 
cadenes. Es formen a l e s monofiálides i a i s f a l s o s 
caps. 
Macroconidis menys abundants. 

Conidiófors: Monofiálides, ramificades o no. 
Clamidospores: absents 
Estat perfecte: G i b b e r e l l a f u i i k u r o i 
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C o l o r de l e s c o l o n i e s en medis de c u l t i u : 
- PDA: c o l o n i a b l a n c a - p o r p r a ( s u p e r f i c i e ) 

sense c o l o r - p o r p r e f o s e ( r e v e r s ) -en g e n e r a l -
- OA : préssec, salmo, v i o l e t a 
- Czapeck m o d i f i c a t : r o s a t 

F i g u r a 2.- C o n i d i s i e s t r u c t u r e s r e p r o d u c t i v e s de 
F. ffloniliforine (NELSON i c o i s . , 1 9 8 3 ). 

2. F u s a r i u m p r o l i f e r a t u m (Matsushima) N i r e n b e r g [= F. 
moniliforme S h e l d o n p r o p a r t e . = F. moniliforme S h e l d o n eraend 
Snyd & Hans p r o p a r t e ] . 

C o n i d i s : M i c r o c o n i d i s a b u n d a n t s , f o r m a n t cadenes de d i v e r s e s 
l l a r g a d e s . Es formen a l e s polifiálides i a i s f a l s o s 
c a p s . 
M a c r o c o n i d i s : abundants 



Conidiófors: Polifiálides i monofiálides, ramificades o no. 
Clamidospores: absents 
Estat perfecte: no conegut 
Color de les colonies en medis de c u l t i u : 

- PDA: com les de F.jnoniliforine 
- OA: " " " " 
- czapeck modificat: grogós-rosat 

Figura 3.- Conidis i estructures reproductives de 
F. proliferatum (NELSON i c o i s . , 1983). 

3. Fusarium subglutinans (Wollenweber i Reinking) Nelson, 
Tousson i Marasas comb. nov. [= F. moniliforme Sheldon var. 
subglutinans (Wollenweber i Reinking). = F. sacchari (Butler) 
Gams. var. sujbglutinans (Wollenweber i Reiking) Nirenberg. = 
F. moniliforme Sheldon emend. Snyd i Hans "subglutinans" sensu 
Snyd, Hans i Oswald. 
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C o n i d i s : M i c r o c o n i d i s a bundants, ováis, no formen cadenes. Es 
formen a i s f a l s o s c a p s . 
M a c r o c o n i d i s abundants. 

C o n i d i o f o r s : Polifiálides i monofiálides, r a r a i f i c a d e s o no. 
C l a m i d o s p o r e s : a b s e n t s 
E s t a t p e r f e c t e : G i j b j b e r e l l a subglutinans, G.fujikuroi 

var.subglutinans 
C o l o r de l e s c o l o n i e s en medis de c u l t i u : com e l s de 

F. proliferatum. 

F i g u r a 4.- C o n i d i s i e s t r u c t u r e s r e p r o d u c t i v e s de 
F. subglutinans (NELSON i c o i s . , 1983). 
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2.2.2.- SecclÓ ELEGANS 

1. Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyd. & Hans [= F. 
oxysporum Schelecht emend Snyd. & Hans pro parte. = F. redolens 
Wollenw. = F. oxysporum Schelecht emend Snyd & Hans var. 
redolens (Wollemw.) Gordon. = F. oxysporum Schlecht. = F. 
oxysporujn Schletch var. redolens (Wollemw.) Gordon] 

Conidis: Microconidis abundants, ováis. Es formen a i s fa l s o s 
caps. 
Macroconidis abundants 

Conidiofors: Monofiálides ramificades o no (son curtes s i á 
comparem amb l e s de F.moniliforme) 
Clamidospores: presents 
Estat perfecte: no conegut 
Color de l e s colonies en medis de c u l t i u : 

- PDA: com l e s de l a secció L i s e o l a 
- OA: blanc, salmo, v i o l e t a 

Figura 5.- Conidis i estructures reproductives de F. oxysporum 
(GERLACH i NIRENBERG, 1982). 
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2.2.3.- Secció SPOROTRICHIELA 

!• F u s a r i u m s p o r o t r i c h i o i d e s Sheb [= F. t r i c i n c t u m Corda emend 
Snyd & Hans p r o p a r t e ] 

C o n i d i s : M i c r o c o n i d i s abundants, ováis o en forma de p e r a . 
M a c r o c o n i d i s abundants 

Conidiófors: Monofiálides r a m i f i c a d e s o no d'on s u r t e n e l s 
m a c r o c o n i d i s . Polifiálides d'on s u r t e n e l s 
m i c r o c o n i d i s . 

c l a m i d o s p o r e s : abundants, s o l e s o en cadenes 
E s t a t p e r f e c t e : no conegut 
C o l o r de l a c o l o n i a segons medi de c u l t i u : 

- PDA: b l a n c , t a r o n j a / v e r m e l l 
- OA: b l a n c , v e r m e l l , marró 

F i g u r a 6.- C o n i d i s i e s t r u c t u r e s r e p r o d u c t i v e s de 
F- sporotrichioides (GERLACH i NIRENBERG, 1982). 
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2.2.4.- Secció DISCOLOR 

1. F u s a r i u m h e t e r o s p o r u m Nees [= F. heterosporum Nees p r o 
p a r t e . = F. roseum LK emend Snyd & Hans. p r o p a r t e ] 

C o n i d i s : M i c r o c o n i d i s a b s e n t s 
Conidiófors: Monofiálides r a m i f i c a d e s o no 
C l a m i d o s p o r e s : p r e s e n t s i en cadenes 
E s t a t p e r f e c t e : G i j b J b e r e l l a g o r d o n i i B o o t h 
C o l o r de l a c o l o n i a segons medi de c u l t i u : 

- PDA: r o s a / t a r o n j a 
- OA: r o s a 

F i g u r a 7.- C o n i d i s i e s t r u c t u r e s r e p r o d u c t i v e s de 
•F. heterosporum (GERLACH i NIRENBERG, 1982). 
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2.3.- FUSARIUM COM A PRODUCTOR DE TOXINES 

Moltes son les toxines que algunes soques del genere Fusarium 

poden produir. A l a Taula 2 es poden veure l e s principáis 
toxines produides per aquest genere segons I*" especie 
productora. 

El s grans eHonagatzeiíats son molt susceptibles a l a contaminació 
fúngica, com abans s'ha c i t a t . En zones subtropicals, 1'índex 
d'humitat deis grans quan es r e c u l l e n és normalment superior 
a 18-20%. En aqüestes condicions son favorables a l 
desenvolupament de formes fisiológiques toxiques del parásit. 
KOHLER i c o i s . (1988) ha comprovat que l a part del c u l t i u que 
produeix e l s macroconidis és toxigénica i e l m i c e l i a e r i on es 
produeixen e l s microconidis no ho és. 

Les soques poden no ser sempre v i r u l e n t e s . Les soques de 
Fusarium poden s u f r i r mutacions i després perdre l a seva 
capacitat toxigénica. Així NELSON (1992) diu que s i F, moni
l i f oriae es fa créixer en medi ríe en carbohidrats se l i 
produeixen certes mutacions. E l s mutants acostumen a produir 
molt m i c e l i i pocs macroconidis, ó bé molts macroconidis i poc 
m i c e l i , sovint perden v i r u l e n c i a i l ' h a b i l i t a t de produir 
toxines. BüRNETT (1984) corrobora l a i n e s t a b i l i t a t genética 
d'aquest genere. 

Es fará a continuació una breu descripció de l e s principáis 
toxines produides per aquest genere i que es poden trobar en 
cereals i derivats. 
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Taula 2.- Principáis toxines produides per especies de 
Fusarium. 

Toxina Especies productores Referencia 

Fumonisina F. monili forme, F .proliferatum T H I E L i c o l . 

Fusarina C 

F.nygamai 
F.anthopillum, F.diamani, 
F.napiforme 

F.moniliforme 

F.acuminatum, F.diamini 
F.crookwellense, F.nygamai 
F.avenaceum, F.culmorum, 
F.solani, F.tricinctum 

(1991") 
NELSON i col 
(1992) 

FARBER i 
SANDERS 
(1986) 

GOLINSKI i 
CHELKOWSKI 
(1992) 

Moniliformina 

Tricotecens 

Zearalenona 

F.moniliforme, F.subglutinans,COLÉ i COX 
F.graminearum, F.fusaroides (1981) 
F.oxysporum, F.proliferatum BOTTALICO i 

cols(1989) 

F.grazainearuzn, F.culjnorum, 
F.sporotrichioides, F.poae 
F.tricinctum 
F.moniliforme 

F.acuminatum 

VESELY i col 
(1984) 

LORI i cois. 
(1992) 

RABIE i c o l 
(1986) 

F.gramineairum, F.moniliforme, COLÉ i COX 
F.lateritum, F.culmorum, (1981) 
F.oxyspoxrum, F.tricinctum, 
F.equiseti,F.gibbosum,F.nivale, 
F.avenaceum, F.sambucinum 
F.heterosporum BOTTALICO i 

cois (1989) 
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2.3.1.- Les FUMONISINES 

2.3.1.1.- E s t r u c t u r a i composició. 

I d e n t i f i c a d e s i c a r a c t e r i t z a d e s p e r BEZUIDENHOÜT i c o l s . 
( 1 9 8 8 ). Es t r a c t a d'un grup de s u b s t a n c i e s que p r e s e n t e n com 
a e s t r u c t u r a base una cadena c a r b o n a d a de 20 c a r b o n s amb dos 
m e t i l s en C12 i C16, un gru p amino en C2 i de 3 a 5 h i d r o x i l s 
en e l s c a r b o n s C3, C5, CÍO, C14 i C15. P r e s e n t e n sempre dues 
cadenes d'ácid 1 , 2 , 3 - p r o p a n o t r i c a r b o x l l i c u n i d e s , mitjan<?ant 
un enlla<? t i p u s e s t e r , a i s h i d r o x i l s en C14 i C15. 

A l a f i g u r a 8 es p r e s e n t e n l e s d i s t i n t e s f u m o n i s i n e s d e s c r i t e s 
f i n s a l moment. 

21 
CHj 

22 
CH3 

I 16 14 I 10 6 3 2 1 
CH3-{CH2 b - C H - C H - C H - C H ? - C H - C H 2 - C H t ( C H 2 k -CH-CH-CH-CH-CHt 16 ^ 14 I ' 12 ^ i . . ̂  : I 4 2. I 

0 O 
! I 

o=c c=o 

H 2 C C H , 

1 I 
HO2C-HC CH-CO2H 

H2C ai2 
I I 

HO2C CO2H 

R R3 NHR^ 

R1 R2 R3 R4 

FBi OH m OH H 
FB2 H OH OH H 
FB3 CH H CH H 
FB, H H OH H 
FA, m m OH CH3CO 
FA2 H Oti CH CH3CO 

F i g u r a 8.- E s t r u c t u r a de l e s f u m o n i s i n e s (BEZUIDENHOÜT i c o i s . , 
1988). 
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2.3.1.2. - Principáis característiques físico-químiques. 

Pes molecular 721. 

És un producte altament polar, f e t que influirá en l a 
metodología d'análisi a emprar. 

És relativament estable després de processos térmics, com ho 
ha comprovat DUPUY i c o i s . (1993) en b l a t de moro sotmés a 
secatge, i ALBERTS i c o i s . (1990) a l bullír-lo durant 30 
rainuts. És estable en solució d ' a c e t o n i t r i l : a i g u a (1+1) segons 
VISCONTI i c o i s . (1993*), confirmat durant un període de 6 
mesos a diverses temperatures (-18oc, 4oc i 25oc). També ho és 
a -180C en metanol. 

Son inhibidors de l a esfingosina i l a N-aciltransferasa segons 
WANG i c o i s . (1992). 

2.3.1.3. - Especies productores. 

F. moniliforme, F. proliferatum, F. nygamai com diuen THIEL i 
coi s . (1991*) i F. ajithophilium, F. diamani i F. napiforme com 
també afirmen NELSON i c o i s . (1992) son l e s especies 
productores d'aquestes toxines. Es considera que F. moniliforme 
és l a p r i n c i p a l especie productora segons NELSON i c o i s . (1991) 
i NORRED i c o i s . (1991), entre d ' a l t r e s . 

CHEN i c o i s . (1992) han trobat una soca d'AIternaria alternata 
spp. lycopersici, patogen de plantes de tomáquet, capa<? de 
produir FB^. 

Sembla que h i ha una relació inversa entre l a producció de 
fumonisines i moniliformina. Així mentre F. subglutinans diuen 
que no produeix l a primera pero sí l a segona, F. moniliforme 
no produeix moniliformina o en molt poca quantitat, pero pot 
produir grans quantitats de fumonisina (NELSON, 1991). 
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També NORRED i c o i s . (1991) diuen que les soques que produeixen 
a l t s n i v e l l s de FBx produeixen poca fusarina c, i a l a inversa. 

SYDENHAM i c o l s . (1990*) afirmen que h i ha correlació (p<0,01) 
entre especies i toxina produlda: F. moniliforme i FBi i FB^, 
F. subglutinans i moniliformina i zearalenona, F. graminearum 
i moniliformina, zearalenona, nivalenol i deoxinivalenol. 

2.3.1.4.- Material susceptible 

E l p r i n c i p a l material on s'han trobat ha estat en e l b l a t de 
moro (GELDERBLOM i c o i s . , 1988; NORRED i c o i s . , 1989; PUJOL, 
1993; ABADÍAS, 1993; SCUDAMORE, 1993 -entre d ' a l t r e s - ) . Dins 
d'aquest, sembla ser que 1'albumen és l a part de l a l l a v o r amb 
mes quantitat de' fumonisines (PUJOL, 1993). Així e l s 
subproductes industriáis obtinguts a p a r t i r d ' e l l , presenten 
mes r i s c per a l a sa l u t del consumidor que e l s obtinguts a 
p a r t i r del germen del mateix gra. SYDENHAM i c o i s . (1993*) 
considera que l e s fumonisines queden l o c a l i t z a d e s en l a part 
externa de les l l a v o r s d e l b l a t de moro. 

Se n'ha detectat també en pinsos per a c a v a l l s (ROSS i c o i s . , 
1990;, SHEPHARD i c o i s . , 1990; WILSON i c o i s . , 1990; THIEL i 
c o i s . , 1991"), i per a porcs (ROSS i c o i s . , 1992). MIROCHA i 
c o i s . (1992) n'ha trobat en farratges. 

També se n'ha trobat en b l a t de moro destinat a consum huma, 
com és e l dolg (SYDENHAM i c o i s . , 1990"; PITTET i c o i s . , 1992). 
Igualment en aliments amb b l a t de moro com a base, com ara son 
pañis e s c l a f i t , pañis d'esmorzar i d ' a l t r e s (SYDENHAM i c o i s . , 
1991; PITTET i c o i s . , 1992; DOKO i VISCONTI, 1993; ONCINS, 
1993). 
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1. Técniques de c u l t i u 

THIEL i c o i s . (1991*) afirma que e l medi a base de grans de 
blat de moro i aigua b i d e s t i l . l a d a és e l m i l l o r per a l a 
producció de l a toxina. S'ha d ' e s t e r i l i t z a r e l medi, s'inocula 
l a soca i s'incuba a 25oc durant 21 d i e s . Aquest mateix medi 
és eraprat per a l t r e s autors, pero varíen l e s condicions de 
c u l t i u . Així ROSS i c o i s . (1990) e l té durant 14 dies a 27oC 
i 14 dies a 15oc, t o t a l a foscor. NELSON i c o i s . (1991) 
1'incuba a 25oc+2oc durant 28 dies. 

Segons ALBERTS i c o i s . (1990) l a producció de FBj comenta a l e s 
dues setmanes, durant l a fase a c t i v a de creixement. 
S'incrementa durant l a fase es t a c i o n a r i a i decreix després de 
13 setmanes d'incubado. Sembla que e l rendiment mig de toxines 
és mes gran a 25oc. 

També s'han f e t experiéncies amb medis líquids. JACKSON I 
BENNET (1990) ho fan en un medi basal salí (pH 5,0) suplementat 
amb glucosa i s u l f a t amónic? s'incuba a 28oc durant 29 dies i 
220 rpm. L'addició de p e t i t s n i v e l l s de metionina en e l s 
c u l t i u s líquids estimulen l a producció de fumonisina (PLATTNER 
i SHACKELFORD 1992). 

2. Extracció i p u r i f i c a d o de l e s toxines 

SCOTT (1991) f a s e r v i r per a 1'extracció metano1:aigua (3+1), 
seguit de metanol:aigua (1+3) i diclormetá. CAWOOD i c o i s . 
(1991) empran per a 1'extracció acetat d ' e t i l , que elimina 
algunes substancies de p o l a r i t a t mes p e t i t a que l a de les 
fumonisines, i després es f a una a l t r a extracció amb 
metanol:aigua. ROTTINGHAÜS i c o i s . (1992) ho fan amb 
a c e t o n i t r i l : a i g u a (1+1). 



SCOTT (1991) i CAWOOD i c o i s . (1991) fan s e r v i r columnes XAD-2 
per a l a purificació. SHEPHARD i c o i s . (1990) u t i l i t z e n l e s SAX 
cartridge. ROTTINGHAÜS i c o i s . (1992) columnes C18. 

3. Métodes analítics. 

Diferents métodes analítics es fan s e r v i r per a determinar les 
fumonisines, requerint t o t s e l l s unes extraccions extensives, 
i una bona neteja i derivatització. 

E l de cromatografía de capa f i n a (TLC) ha estat posat a punt 
per GELDERBLOM i c o i s . (1988), JACKSOM i BENNETT (1990), 
PLATTNER i c o i s . (1990), SYDENHAM i c o l s . (1990"), VOSS i c o l s . 
(1990), WILSON i c o i s . (1990) i ROTTINGHAÜS i c o i s . (1992). 

La cromatografía de gasos (GC) queda d e s c r i t a a i s t r e b a l l s de 
JACKSON i BENNETT (1990) i SYDENHAM i c o l s . (1990") . 

La cromatografía líquida d'alta resolució (HPLC) és l a fe t a 
s e r v i r per GELDERBLOM i c o i s . (1988), ALBERTS i c o i s . (1990), 
SHEPHARD i c o i s . (1990), SYDENHAM i c o i s . (1990"), WILSON i 
c o i s . (1990), PLATTNER i c o i s . (1991) i l a de VISCONTI i c o i s , 
(1993"), que ha estat comprovada per 24 l a b o r a t o r i s . 

La cromatografía líquida-espectometria de raasses (LC-MS) és l a 
emprada per BEZUIDENHOÜT i c o i s . (1988), PLATTNER i c o i s . 
(1990) i VOSS i c o i s . (1990). 

Han d e s c r i t l a metodología de cromatografía de gasos-
espectrometria de masses (GC-HS) JACKSON i BENNETT (1990), 
PLATTNER i c o i s . (1990), VOSS i c o i s . (1990) i WILSON i c o i s . 
(1990). 

Sembla ser que e l m i l l o r métode d'HPLC és basat en e l de 
VISCONTI i c o i s . (1993"), que és e l de SHEPARD i c o i s . (1990) 
modificat. Es pot f e r s e r v i r tant en b l a t de moro contamínat 
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com en pinso. Té una base d'extracció metanol:aigua, neteja per 
intercanvi aniónic i cromatografía de fase reversa isocrática, 
emprant detecció per fluorescencia deis derivats preformats de 
l ' o f t a l d i a l d e h i d (OPA). La derivatització és e l pas mes 
d e l i c a t , ja que a l no ser estable, s'ha de preparar 
immediatment abans de l a injecció. 

S'están provant immunoassaigs com a a l t e r n a t i v a a i s métodes 
analítics abans c i t a t s (AZCONA-OLIVERA i c o i s . 1992). 

2.3.1.6.- Toxicologia 

E x i s t e i x un r i s c r e a l per a i s animáis i homes exposats a 
n i v e l l s naturals de fumonisines (THIEL i c o i s . 1992). 

S'ha comprovat que son l e s causants de l a leu c o e n c e f a l o m i e l i t i s 
equina (ELEM) o "enverinament peí b l a t de moro f l o r i t " en e l s 
c a v a l l s i a l t r e s équids (BEZUIDENHOUT i c o i s . , 1988; MARASAS 
i c o i s . , 1988"; NORRED i c o i s . , 1989; PELLEGRIN i c o i s . , 1990; 
WILSON i c o i s . , 1990; THIEL i COls., 1991''; SHEPHARD i c o i s . , 
1990; ROSS i c o i s . , 1991), principalment a Sudáfrica i USA. LE 
BARS i c o l . (1993*) n'han trobat a l a Camarga (Franca). 

Aquesta m a l a l t i a produeix diversos signes neurológics com 
incoordinació motriu, caminar sense saber on, ceguera, p a r a l i s i 
de l l a v i s i llengua. Tot aixó degut a lesions necrótiques 
l i c u o f a c t i v e s de l a materia blanca deis hemisferis c r a n i a l s i 
que poden portar a l a mort. En t o t s e l s b l a t de moro/pinsos 
associats a aquesta m a l a l t i a h i havia un mínim de 7,7 /ig/g de 
FBi i 3 jug/g de FBj. 

L'edema pulmonar en porcs (PPE) sembla que també és causat per 
l a fumonisina, j a s i g u i consumit en grans o en pinso (COLVIN 
i HARRISON, 1992; HASCHEK i c o i s . , 1992; ROSS i c o i s . , 1992). 
E l n i v e l l de FBj. en e l s productes causants de l a m a l a l t i a 
estava entre un 20-360 ppm. 



No es pot d i r que les causes directes de l a malaltia misteriosa 
deis porcs (MSD) siguin aqüestes toxines, per5 sí que h i ha 
unes estretes relacions, creient-se que l a fumonisina és e l 
factor iniciador-conductor d i r e c t e o in d i r e c t e cap a l MSD (BAÑE 
i c o i s . , 1992). 

Aquest producte és també tóxic per a b r o i l e r s (BROWN i co i s . , 
1992; LEDOÜX i c o i s . , 1992). Es produeix una baixada del pes, 
increment d e l fetge, del proven t r i c l e i del pedrer; també 
produeix diarrea, a t r d f i a c o r t i c a l , necrosi hepática 
raultifocal, hiperplásia b i l i a r i raquitisme. Consideren que 
n i v e l l s superiors ais 100 mg de FBi/kg en l a d i e t a és td x i c per 
aquests animáis. 

S'ha comprovat, també, l'hepatocarcinogenicitat que l a FBj. 
causa en rates (GELDERBLOM i c o i s . , 1988; MARASAS i c o i s . , 
1988"). MARASAS fent s e r v i r l a soca de F. mojiiliforjae MRC 826, 
productora de fumonisina i ELEM en c a v a l l s , ha aconseguit veure 
que també pot produir h e p a t i t i s en mones; ha comprovat e l 
t r e b a l l r e a l i t z a t per JASKIEWICZ i c o i s . (1987), que no havien 
pogut i d e n t i f i c a r e l producte causant de l a m a l a l t i a . 

A l'any 1981 MARASAS i c o i s , varen d i r que l a inc i d e n c i a de 
F. moniliforme en b l a t de moro en di f e r e n t s árees del Transkei 
(Sudáfrica), era c o r r e l a t i v a amb e l r a t i de cáncer d'esófag 
huma, desconeixent-se l a causa. Mes ta r d SYDENHAM i c o i s . 
(1990") han comprobat que e l b l a t de moro, que és e l p r i n c i p a l 
aliment en aqüestes árees, presentava uns n i v e l l s entre 3,5 i 
46,9 ng/ de FBi i entre 0,9 i 16,3 (¿g/g de FB^; en aqüestes 
zones l a inc i d e n c i a de cáncer és elevada. Aqüestes dades están 
en correspondencia amb l a inversa en l l o c s de baix r a t i . 
Estudis posteriors de SYDENHAM i c o i s . (1991) apunten a una 
possible relació causa/efecte entre aqüestes toxines i e l 
cáncer d'esófag en hiamans. 
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PARK i co i s . (1992) exposen que tractaments d'amonització (2% 
d'amoni, 20oc, 15% d'humitat, 60 p s i , 60 minuts) redueixen en 
un 70-80% e l contingut en fumonisina en b l a t de moro. PUJOL 
(1993) afirma que e l tractament amb SO2 a 6O0C r e s u l t a e f i c a g 
per a disminuir considerablement l a quantitat de fumonisina en 
mostres de b l a t de moro i en medis aquosos contaminats. 

SYDENHAM i c o i s . (1993") f a s e r v i r 0,1M Ca(0H)2 24 hores, 
reduint un 85% e l n i v e l l de l a toxina. Aquest producte porta 
a una separació p a r c i a l o t o t a l del pericarp; s i aquest es treu 
del t o t , l a reducció és del 95%. 

Hi ha també tractaments físics, com ara és l a separació de 
l l a v o r s trencades i de partícules de brutícia, baixant també 
e l n i v e l l de toxina (SYDENHAM i c o i s . 1993"). 

En e l processat i n d u s t r i a l d e l b l a t de moro , es pot disminuir 
parcialment l a contaminació d e l gra fent una simple maceració 
(PUJOL 1993). Cal, pero, que l'aigua de remull no s ' u t i l i t z i 
per a obtenir a l t r e s subproductes industriáis, com e l "com 
steep l i q u o r " . 

Una possible e s t r a t e g i a per a p r o f i t a r l o t s de b l a t de moro 
contaminats, s e r i a l a seva utilització per a l a obtenció 
d'etanol per fermentació, j a que aquesta toxina es degrada 
lleugerament durant l a fermentació alcohólica, i queda l a 
toxina en e l bagas i no passa a 1'alcohol d e s t i l . l a t o a i s 
sólids de l a c e n t r i f u g a d o (BOTHAST i c o i s . , 1992). 

Una a l t r a forma de control s e r i a l a de controlar e l F. moni
liforme. Una p o s s i b i l i t a t és l a del biocontrol proposada per 
BACON i WILLIAMSON (1992), a p l i c a n t r i z o b a c t e r i s antagonistes 
a l e s l l a v o r s d el b l a t de moro abans de sembrar-lo. Perqué 
s i g u i n e f e c t i u s c a l que c o l o n i t z i n e l sistema r a d i c u l a r i ésser 
capados de prevenir l a infecció per part del F. moniliforme. 



S'han emprat soques de Pseudomonas, B a c i l l u s , Streptomyces i 
A z o s p i r i l l u m . 

2,3.1,8.- Legislació 

No h i ha de moment cap r e g l a m e n t a d o a n i v e l l n a c i o n a l . A 
1 ' e s t a t d ' A r i z o n a (USA) s'ha e s t a b l e r t , p r o v i s i o n a l r a e n t , un 
l i m i t de 5 ppm de FB^ p e r a l i m e n t s d e s t i n a t s a c a v a l l s (PARK i 
c o i s , , 1991). 

2.3.2.- E l s TRICOTECENS 

E l s t r i c o t e c e n s son uns m e t a b o l i t s fúngics de l a f a m i l i a d e i s 
s e s q u i t e r p e n o i d s . E l p r i m e r tricotecé a l l l a t en c u l t i u p u r v a 
s e r l a t r i c o t e c i n a , o b t i n g u d a de yricíioteciíija roseum a l 1949, 
P e r o l a s e v a c o r r e c t a e s t r u c t u r a no v a s e r d e t e r m i n a d a f i n s 15 
anys mes t a r d , segons SCOTT (1990"), A l 1967, a t o t s es 
s c i r p e n s que c o n t e n i e n components s e s q u i t e r p e n o i d s s e ' l s v a 
anomenar t r i c o t e c e n s , segons UENO ( 1 9 8 5 ) . 

E l nombre de t r i c o t e c e n s c o n t i n u a c r e i x e n t ; en un d e i s últims 
recomptes donava uns 148 de f o n t s n a t u r a l s . Fusarium, 

Trichoderma, Trichothecium, Myrothecium, Stachybotrys, 

Verticimonosporium, Cylindocarpon i Cephalosporium son e l s 
principáis g e n e r e s p r o d u c t o r s d'aqüestes t o x i n e s . 

A q u e s t g r u p de m e t a b o l i t s teñen a c t i v i t a t a n t i b i d t i c a , 
antifúngica, a n t i v i r a l , fitotóxics i / o amb p r o p i e t a t s 
citotóxiques (NEWBERNE, 1987). Están m o l t r e l a c i o n a d e s en 
m i c o t o x i c o s i humanes i animáis , dones s o n uns p o d e r o s o s 
i n h i b i d o r s de l a síntesi de p r o t e i n e s en e u c a r i o t e s i a q u e s t a 
a c t i v i t a t i n h i b i d o r a és l a base p r i m a r i a de l a s e v a t o x i c i t a t . 
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c i t a t per BERIMAND i McCORMICK (1992) . Es poden associar amb 
problemes a 1 ' a g r i c u l t u r a , a l camp químic, biológic i 
toxicológic. 

2 . 3 . 2 . 1 . - Estructura i composició 

Es t r a c t a de sesquiterpenoids amb funciona ester i alcohol en 
l a p e r i f e r i a de l e s molécules toxiques. Teñen un doble e n l l a ? 
a C9 i C I O , i un a n e l l epóxid a l C12 , C13 , peí que a vegades 
se'ls denomina 12,13 epoxitricotecens. 

Se'ls c l a s s i f i c a segons l e s seves propietats quimiques i e l 
genere de f l o r i d u r a productora. Es divideixen en no 
macrocíclics i macrocíclics. Deis aproximadament 148 

tricotecens coneguts de fonts naturals, 83 eren compostos no 
macrocíclics i 65 macrocíclics. 

No macrocíclics 

Tipus A: produits principalment per soques del genere Fusarium, 

Destaquem l a toxina T -2 (CaA^O,), l a HT-2 (CaaHjaOg), e l 
diacetoxiescirpenol [DAS] (CisHaeO,), e l neosolaniol [NEO] 
(CigHjsOs) i e l s compostos derivats de totes aquests metabolits. 
Es poden trobar en cereals i d e r i v a t s . A l a Figura 9 es pot 
veure 1'estructura t i p u s d'aquestes toxines, i a l a Taula 3 e l s 
radicáis de l e s toxines en l e s que tenim mes interés. 

Tipus B: teñen una funció c a r b o n i l a l C 8 . Produits 
principalment per soques d e l genere Fusarium. Destaquem e l 
deoxinivalenol o vomitoxina [DON] (C15H20O6) , e l niva l e n o l 
[NIV)] (CisHaoO,), e l fusarenon-X (Ci^HajOg) i e l s compostos 
derivats de t o t s e l l s . També s e ' l s pot trobar en cereals i 
deri v a t s . A l a Figura 9 es pot veure 1 'estructura tipus 
d'aquestes toxines, i a l a Taula 4 e l s radicáis de les toxines 
en l e s que tenim mes interés. 
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H 

4 1 CH: 
-H 

F i g u r a 9.- E s t r u c t u r a d e i s t r i c o t e c e n s d e l t i p u s A i B 
(NEWBERNS, 1987). 

T a u l a 3.- Radicáis d ' a l g u n s t r i c o t e c e n s d e l t i p u s A. 

T o x i n a R, R* R5 

T~2 OH OCOCH3 OCOCH3 H OCOCHaCH(CH,), 

HT~2 OH OH OCOCH, H 0C0CHaCH(CH,)3 

DAS OH O C O C H 3 OCQCH3 H H 

NEO OH OCOCH3 OCOCH3 H OH 

T a u l a 4 . - Radicáis d' a l g u n s t r i c o t e c e n s d e l t i p u s B. 

T o x i n a Rx Ra R, R, 

DON OH H OH OH 

M I V OH OH OH OH 

Fusarenon-X OH OCOCH3 OH OH 
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Tipus C: teñen un segon epóxid a l C7,8 o a l C9,10. Produits 
principalment per Cephalosporium i Trichothecium. 

Macrocíclics 

Tipus D: teñen un a n e l l macrocíclic entre C4 i C15, i amb 2 
funcions ester. Produits principalment per soques del genere 
Myrothecium, Cylindrocarpon i Strachybotrys. Roridines A,D,E 
i H i verrucarines A,B,J,K, son e l s compostos mes coneguts, s i 
bé no tant preocupants en e l cas de cereals i derivats, com les 
del tipus A i B. 

La presencia d'un tipus o un a l t r e depén del clima, les 
practiques culturáis, etc., entre d'altres factors (SCOTT 
1990") , i per tant l a incidencia de l e s diverses toxines no és 
igual a t o t e l món. Segons GAREIS (1993) e l s tricotecens del 
tipus A son poc o gens s i g n i f i c a t i u s , i e l s del tipus B 
clarament s i g n i f i c a t i u s , i n f l u e n c i a t s per fac t o r s com e l s 
biocides i l a rotació de conreus. Sembla que e l s c u l t i u s 
ecológics redueixen e l n i v e l l de DON pero incrementen e l de 
zearalenona. MÜLLER i c o i s . (1993) diuen que l e s pluges 
estimulen l a producció de DON. 

2.3.2.2.- Principáis característiques físico-químiques 

En general son i n c o l o r s , c r i s t a l . líns, estables en estat sólid, 
sólids amb actívítat óptica. E l s del tipus A, B i C no teñen 
propietats d'adsorcíó d'U.V. i per tant no es veu fluorescencia 
sota l a llum u l t r a v i o l a d a . 

Es t r a c t a de compostos terraoestables a 120oc ( l a majoria), 
moderadament estables a ISOoc i es descomposen t r a c t a t s a 200-
210OC durant 30-40 minuts (PATEY i GILBERT, 1989); per tant 
sobreviuen a i s processos de cocció de pa i de pastes [170oc 30 
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m i n u t s ] (TANAKA i c o i s . , 1986). Poden e s t a r emmagatzemats a 
t e m p e r a t u r a ambient d u r a n t anys o e s c a l f a t s a lOOoc d u r a n t 1 
h o r a , i no perden l a s e v a a c t i v i t a t (SNYDER, 1986). 

A l a T a u l a 5 es poden v e u r e e l pes m o l e c u l a r d'aqüestes t o x i n e s 
(COLÉ i COX, 1981) i e l punt de fusió (SNYDER, 1986). 

T a u l a 5.- Pes m o l e c u l a r i punt de fusió de d i v e r s o s 
t r i c o t e c e n s . 

T o x i n a Pes m o l e c u l a r Punt de fusió(=C) 

T-2 466,2193 151 - 152 
HT-2 424,2096 
DAS 366,1671 162 - 164 
NEO 382,1620 171 - 172 

DON 296,1254 151 - 153 
NIV 312,1203 222 - 223 
Fusarenon-X 354,1308 91 - 92 

Son s o l u b l e s en s o l v e n t s p o l a r s : c l o r o f o r m , a c e t o n a , a c e t a t 
d ' e t i l (UENO, 1987). Pero NIV, DON i T-2 t e t r a o l son poc 
s o l u b l e s en a q u e s t s s o l v e n t s i ho son en s o l v e n t s mes p o l a r s 
com e l m e t a n o l , e t a n o l i a i g u a . 

No son e s t a b l e s en p r e s e n c i a d'álcalis. L ' e s t a b i l i t a t de l a 
t o x i n a T-2 en medi aquós d e c r e i x quan s ' i n c r e m e n t a l a 
t e m p e r a t u r a (TRUSAL, 1985). E l DON és e s t a b l e en 
c l o r o f o r m : m e t a n o l en e l c o n g e l a d o r ; a t e m p e r a t u r e s e l e v a d e s es 
descompon. L ' a c e t o n i t r i l c a u s a descomposició a l a t o x i n a a 
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mesura que s'incrementa e l temps i l a temperatura. L'acetat 
d ' e t i l és e l solvent m i l l o r peí DON (GILBERT i c o i s . , 1992"). 
En general son inestables s i s'emmagatzemen en metanol, ja que 
passats uns 22 dies j a s'ha c o n v e r t i t en a l t r e s productes. Son 
estables en cloroform (WEI i CHU, 1986). 

2.3.2.3.- Especies productores 

Encara que son v a r i s e l s generes implicats en l a producció de 
tricotecens, ens centrarem tan s o i s en especies de Fusarium que 
produeixen e l s d i f e r e n t s tipus de toxines. 

1. Tricotecens del tipus A. 

La toxina T-2 está produlda principalment per F. sporotrichioi
des (UENO i c o i s . , 1975), encara que moltes a l t r e s especies l a 
poden produir: F. tricinctum, F. solani (UENO i c o i s . , 1975), 
F. avenaceum, F. scirpi, F. cuimorum, F. rig'idisarium, F. equi
seti, F. lateritium, F. oxysporum (UENO, 1983), F. poae (VESELY 
i c o i s . , 1984), F. acuminatum (RABIE i c o i s . , 1986) i F. camp-
toceras (SYDENHAM i c o i s . , 1989). 

La toxina HT-2 l a produeix F. sporotrichioides (CHELKOWSKI i 
c o i s . , 1984), F. tricinctum, F. poae (UENO, 1983) i F. hete
rosporum (UENO, 1987). 

E l DAS está prodult per F. poae (NEISH i c o i s . , 1982), F. ave
naceum, F. bactridioides, F. culmorum, F. r i g i d i s a r l u m , F. l a 
teritium, F. oxysporum (UENO, 1983), F. scirpi, F. sajnjbucinum, 
F. tricinctum, F. solani, F. anguiloide (TAMM i TORI, 1984), 
F. sporotrichioides (BERGERS i c o i s . , 1985), F. acuminatum 
(RABIE i c o i s . , 1986), F. semitectum, F. equiseti (UENO, 1987), 
F. camptoceras (SYDENHAM i c o i s . , 1989). 
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E l neosoloaniol també está produit principalment p e r F. sporo-
trichioides (UENO i c o i s . , 1975). Arnés F. solani, F.tricinctum 
(UENO i c o i s . , 1975), F. poae, F. scirpi, F. avenaceum, F. cul
morum, F. rigidisculum, F. i a t e r i t i u m (UENO, 1983) i F. s e m i -
tectuffl (UENO, 1987) teñen capacitat p e r produir-la. 

2. Tricotecens del tipus B. 

E l DON está produit per F. graminearum (GREENHALGH i co i s . , 
1983), F. culmorum (BOTTALICO i c o i s . , 1989), F. moniliforme 
(RAMAKRISHNA i c o l s . , 1989) i F. sanubucinum (ADLER i c o i s . , 
1990). 

E l nivalenol está principalment produit per F. tricinctum (LEE 
i MIROCHA, 1984). A més F. n i v a l e , F. episphaeria, Gibberella 
zeae (UENO, 1983) i F. graminearum (UENO, 1987) teñen capacitat 
per p r o d u i r - l a . 

E l fusarenon X e l produeixen l e s mateixes especies que e l NIV. 

La producció de tricotecens v a r i a d'una soca a una a l t r a ; a 
més, diferents soques responen d i f e r e n t a l canviar les 
condicions de creixement (MOSS i FRANK, 1988). 

2.3.2.4.- Material susceptible 

E l s grans de b l a t i d'ordi son e l s materials més susceptibles 
a l a contaminació per aqüestes toxines. També a l t r e s cereals 
com e l b l a t de moro, e l sorgo, l a civada o l'arrós en poden 
presentar (CHELKOWSKI i c o i s . , 1984; THALMANN i c o i s . , 1985; 
SNYDER, 1986; CRISEO i c o i s . , 1989; SCOTT, 1990"; SCUDAMORE, 
1993). THALMANN i c o i s . (1985) diuen que l e s quantitats máximes 
trobades en cereals depenen del tipus de cereal i de l'any de 
l a c o l l i t a . 
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TANAKA i co i s . (1985") demostren que l a contaminació de cereals 
principalment per nivalenol és un problema mundial; a menor 
escala ho és e l DON. Segons LORI i c o i s . (1990) l a producció 
de DON está supeditada a l a q u a l i t a t del substrat, ja s i g u i 
b l a t , arrós, etc, i a i s factors ambientáis, mes que e l grau 
d'invasió deis grans per part de l a f l o r i d u r a . PERKOWSKI i 
CHELKOWSKI (1991) han trobat que b l a t i n f e c t a t naturalment amb 
DON, a tamany mes p e t i t de l a l l a v o r major quantitat de toxina. 
En pañis e s c l a f i t s'ha a l l l a t NIV i DON (TANAKA i c o i s . , 1985") 
i en b l a t de moro dol<? DON (POHLAND i WOOD, 1987). Segons 
KARPPANEN i c o i s . 1985 e l s tricotecens son inestables en 
cereals i pinsos, com ho prova e l f e t de qué mostres que 
originalment eren toxiques, passats de 3 a 6 mesos 
emmagatzemats a 4oc j a no tenien l e s toxines. S'ha a i l l a t DON 
en fariña de b l a t , de b l a t de moro, d'arrós, en p a p i l l e s per 
a nens (SCOTT, 1984), en fariña d'ordi (TANAKA i c o i s . , 1985"). 
De DON se n'ha trobat en galetes, b l a t d'esmorzar (SCOTT, 
1984), cervesa (POHLAND i WOOD, 1987) i en fideus i espaguetis 
c u i t s (NOWICKI i c o i s . 1988). E l b l a t mólt i p a n i f i c a t també 
poden estar contaminats amb NIV, j a que malgrat e l procés d'un 
30-60% n'hi pot quedar? e l segó, en canvi, veu augmentat de 
2,4-3,4 vegades l a quantitat i n i c i a l (TANAKA i c o i s . , 1986). 
DON s'ha a i l l a t en patates (POHLAND i WOOD, 1987). En beines 
de mongetes s'ha trobat toxina T-2 i neosolaniol. 

2.3.2.5.- Principáis métodes d'análisi 

1. Técniques de c u l t i u 

Varis son e l s medis de c u l t i u emprats per a l a producció 
d'aquesta toxina. Alguns autors empren medis a base de 
productes naturals: arrós (NEISH i c o i s . , 1982? VESONDER i 
coi s . , 1982? GREENHALGH i c o i s . , 1983? VISCONTI i BOTTALICO, 
1983? LEE i MIROCHA, 1984? SUKRONGREUNG i c o i s . , 1985? GIMENO 
i c o i s . , 1992), fariña d'arrós (SCHUSTER i c o i s . , 1987), b l a t 
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(VESONDER i c o i s . , 1982; BOTTALICO i c o i s . , 1983; VESELY i 
c o i s . , 1984), b l a t de moro (VESONDER i c o i s . , 1982; GREENHALGH 
i c o i s . , 1983; VISCONTI i BOTTALICO, 1983; MARASAS i c o i s , , 
1987), o r d i , civada, ségol o derivats de b l a t de moro (VESONDER 
i c o i s . , 1982), o soja (RICHARDSON i c o l s . , 1985"). A l t r e s fan 
s e r v i r a l t r e s medis de c u l t i u : medi de Fries modificat amb 4% 
de "com steep l i q u o r " (PESTKA i c o i s . , 1985), Czapeck amb un 
1% de peptona (BERGERS i c o i s . , 1985), medi M i l l e r i Blackwell 
o medi GYEP amb 1% de glucosa (SCHUSTER i c o i s . , 1987) . 

Algú també ha emprat medis líquids en agitació, a base de 
glucosa, peptona i extracte de l l e v a t (UENO i c o i s . , 1975). 
CULLEN i c o i s . (1982) u t i l i t z a v ermiculita com a substrat i 
medis PSC (Czapeck amb 1% de peptona i 10% glucosa) i medi 
Gregori sense carbonat cálcic. RICHARDSON i c o i s . (1984) 
afegeixen e l medi Hidy i Young a l a vermiculita. 

Hi ha alguns medis de c u l t i u que s'ha comprovat que no 
serveixen per a produir l a toxina: Czapeck dox, Czapeck dox 
suplementat amb "com steep l i q u o r " , EM amb extracte de l l e v a t , 
EM amb 5-10% de glucosa, medi F r i e s , GAN (VESONDER i c o i s . , 
1982), medi F r i e s modificat, corn steep (PESTKA i c o i s . , 1985), 
EM amb un 0,3% de peptona, CMC, Armstrong Fusarium médium, medi 
glutamat amb fariña de mido (SCHUSTER i c o i s . , 1987). 

MILLER i GREENHALGH (1985) expliquen que no totes l e s soques 
teñen l a mateixa resposta en front de d i verses fonts de carbá. 
En l a producció de l a toxina T-2 i de NEO i n f l u e i x l a quantitat 
de carbohidrats, sobretot de glucosa [a increments de glucosa, 
increment de mg de toxina per l i t r e ] (UENO i c o i s , , 1975). 

E l període d'incubació está entre 20 dies (VESELY i c o i s . , 
1984), 21 dies (MARASAS i c o i s . , 1987), 24 dies (CULLEN i 
c o i s . , 1982; GREENHALGH i COls., 1983) i 28 dies (BOTTALICO i 
c o i s , , 1983; LEE i MIROCHA, 1984; RICHARDSON i c o i s . , 1984). 
GIMENO i c o i s . (1992) díuen que a i s 3 dies j a ha comengat l a 
producció de toxina, que e l máxim n i v e l l és a i s 14 dies i que 
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La temperatura d'incubado está entre 15oC (MARASAS i co i s . , 
1987), 190C (CULLEN 1 COls., 1982), 20oc (BOTTALICO i c o i s . , 
1983), 250C (RICHARDSON i c o i s . , 1984; VESELY i c o i s . , 1984; 
MARASAS i c o i s . , 1987), 27oC (BERGERS i COls., 1985) i 28oC 
(GREENHALGH i c o i s . , 1983; GIMENO i c o l s . , 1992). Alguns autors 
alternen 2 setmanes a temperatures elevades i 2 setmanes amb 
temperatures mes baixes: 28oC i 15oc (BOTTALICO i c o i s . , 1983), 
22-260C i 10-12OC (LEE i MIROCHA, 1984). Sembla que 
temperatures baixes prollongades afavoreixen l a producció de 
l a toxina T-2 (FAO 1982). LORI i c o i s . (1990) diuen que per a 
produir DON e l m i l l o r son 27°C, i depenent deis substrat, 
presencia o abséncia de llum. 

Els factors que estimulen l a biosíntesi en medi líquid de l a 
producció de DON per part de F. graminearum son: redúcelo de 
n i v e l l s d'oxigen, merma de carbohidrats en e l medi, 
possiblement concentracions baixes de fonts de N orgánic i 
temperatura óptima de 28oC (MILLER i c o i s . , 1983). 

2. Extracció i p u r i f i c a d o 

Les extraccions es r e a l i t z e n emprant dif e r e n t s dissolvents que 
varíen depenent de l'autor: com acetat d ' e t i l (NEISH i c o i s . , 
1982; SUKRONGREUNG i c o l s . , 1985), a c e t o n i t r i l (RICHARDSON i 
coi s . , 1984), a c e t o n i t r i l : a i g u a [diverses proporcions] (TANAKA 
i c o i s . , 1985"; TRENHOLM i c o i s . , 1985"; EPPLEY i c o i s . , 1986; 
GORDON i GORDON, 1990; GILBERT i COls., 1992"), cloroform 
(VESELY i c o i s . , 1984), metanol:aigua [diverses proporcions] 
(CULLEN i c o i s . , 1982; RABIE i c o i s . , 1986). 

Per a l a p u r i f i c a d o es fan s e r v i r columnes de carbó a c t i u i 
alumina (ROMER, 1986), columna amb c e l i t a i alúmina (EPPLEY i 
coi s . , 1986), f l o r i s i l o amb columnes sep-pak (TANAKA i c o i s . , 
1985"), columnes e x t r e l u t 20 i columna de s i l i c a g e l (RABIE i 
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c o i s . , 1986), columnes de f a s e r e v e r s a i columna m a t r i x 
M d r 6 f i l a (SHANNON i c o i s . , 1985). 

3. Métodes analítics 

L a cromatografía de capa f i n a (TLC) és u t i l i t z a d a p e r m o l t s 
a u t o r s . BAXTER i c o i s . ( 1 9 83), VISCONTI i BOTTALICO (1 9 8 3 ) , 
SHANNON i c o i s . ( 1 9 8 5 ) , TRENHOLM i c o i s . (1985"), EPPLEY i 
c o i s . ( 1 9 8 6 ) , ROMER (1 9 8 6 ) , WEI i CHÜ ( 1 9 8 6 ) , GORDON i GORDON 
(19 9 0 ) , SCOTT (1990"), GILBERT i c o l s . (1992'), e n t r e m o l t s 
a l t r e s a u t o r s , descríuen l a metodología emprada. Son d i v e r s o s 
e l s s o l v e n t s que es f a n s e r v i r i a d i f e r e n t s p r o p o r c i o n s : SCOTT 
i c o i s . (1970) empra TEF (tolué:acetat d'etilíácid fórmic) i 
BMA (benzé:metanol:ácid acétic); TAKITANI i c o i s . (1979) f a 
s e r v i r c l o r o f o r m : m e t a n o l o c l o r o f o r m : a c e t o n a ? GORST-ALLMAN i 
STEYN (1979) utílítzen cloroform:acetona:n-hexá, o a c e t a t 
d'etil:n-hexá, o benzé:cloroform:acetona? benzé:metanol:acetat 
d ' e t i l és p r o p o s a t p e r NEISH i c o i s . ( 1 9 8 2 ) ; RICHARDSON i c o i s . 
(1984) f a n l'análísí amb benzé:acetona; SHANNON i c o i s . (1985) 
utílítzen a c e t o n i t r i l : 4 % CIK. 

Com a r e v e l a d o r s ' u t i l i t z a p o l v o r i t z a c i o n s amb NBP C4(p-
n i t r o b e n s i l p i r i d i n a ) ] i TIPA a l 10% (TAKITANI i c o i s . , 1979). 

D i v e r s o s l a b o r a t o r i s , segons d i u GILBERT i c o i s . (1992*), teñen 
problemes d'interferéncies a l f e r s e r v i r TLC, que es s o l v e n t e n 
s i préviament s'ha f e t una purificació amb carbó a c t i u . A q u e s t 
métode és l a base d e l Métode O f i c i a l de l ' " A s s o c i a t i o n o f 
Offícial A n a l y t i c a l C h e m i s t s " (AOAC) i de l " ' A m e r i c a n 
A s s o c i a t i o n o f C e r e a l C h e m i s t " , p e r a l a d e t e r m i n a d o de DON 
en b l a t . M a l g r a t aixó, cada cop es v a més a l a utilització d e l 
métode HPLC p e r a l a determinació de t r i c o t e c e n s . 

La metodología que u t i l i t z a HPLC ve d e s c r i t a p e r VISCONTI i 
BOTTALICO ( 1 9 8 3 ) , SCOTT (1990"), GILBERT i c o i s . (1992*), e n t r e 
d ' a l t r e s . SCOTT (1990*) c r e u que e l HPLC és dificultós degut a 
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La cromatografía de gasos és e l métode mes comú de 
determinado, emprat també per l'AOAC (SCOTT, 1990*). La 
metodología queda d e s c r i t a a i s t r e b a l l s de CULLEN i c o i s . 
(1982), TANAKA i c o i s . (1985*), RABIE i c o i s . (1986), SCOTT 
(1990*), GILBERT i c o l s . (1992*). 

MIROCHA i c o i s . (1986) fan s e v i r GC amb MS per a l a comprovació 
d'alguns tricotecens. SCOTT (1990*) creu que per a una 
i d e n t i f i c a d o inequívoca e l métode MS és e l que s'hauria 
d'emprar. 

Varis autors fan s e r v i r assajos immunológics per a determinar 
l a presencia d'alguna d'aquestes toxines en cereals i pinsos 
(MILLS i c o i s . , 1988; XU i c o l s . , 1988; HACK i c o l s . , 1989; 
ABOUZIED i c o i s . , 1991; CHANH i HEWETSON, 1991; USLEBER i 
c o i s . , 1991; PUTNAM i BINKERD, 1992). 

GYONGYOSSY-ISSA i c o l s . (1984) empren e l e c t r o f o r e s i per trobar 
l a toxina T-2 en solucions aquoses. 

En funció del material base a a n a l i t z a r , POHLAND i c o i s . (1984) 
proposen extraccions, p u r i f i c a c i o n s i confirmacions amb métodes 
diversos peí DON. TAMM i TORI (1984) fan una revisió de cada 
toxina apuntant e l m i l l o r métode d'análisi. 

2.3.2.6.- Toxicologia 

Aqüestes toxines son inhibidores de l a síntesi de proteines, 
especialment de cél.lules eucariotes (UENO, 1985). Alguns deis 
efectes que produeixen en diversos organismes s'expliquen a 
continuado. 

Els porcs queden molt afectats s i l a seva d i e t a conté DON 
(VESONDER i c o i s . , 1981), e l que e l s h i fa refusar e l menjar. 
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e l s h i provoca diarrees, desordres digestius, vómits, no 
guanyen pes i e l s pot portar a l a mort (BULLERMAN, 1986). BAUER 
i c o i s . (1985) diuen que a les 24 hores d'ingestió de DAS, ja 
se'n pot trobar a l a sang, e l que ind i c a un rápid metabolisme 
d'aquests compostos. Les dosis l e t a l s (DLso) conegudes son de 
1,21 mg/Kg de toxina T-2 i 0,37 mg/Kg de DAS (UENO, 1985). 

La toxina T-2 produeix lesions oráis i anémies a i s p o l l a s t r e s 
(KUBENA i c o i s . , 1989). VISCONTI i MIROCHA (1985) diuen que 
s e ' l s h i acumula a l fetge i també n'evacúen pels excrements. 
Les toxines T-2 i HT-2 fan que l e s g a l l i n e s ponguin menys ous 
(SCHLOSBERG i c o i s . , 1984,- TOBÍAS i c o i s . , 1992). S i en e l s 
pinsos h i ha toxina T-2 i ochratoxina A f a que aquesta 
combinació s i g u i més tóxica que cada toxina individualment i 
aixd pot representar un greu problema per a l a i n d u s t r i a de 
p o l l a s t r e s (KUBENA i c o i s . , 1989), Les DLso en p o l l a s t r e s de 
tricotecens d e l tipus A son: 4-5 mg/Kg de toxina T-2, 7,2 mg/Kg 
de toxina HT-2, 25 mg/Kg de NEO i 3,8 mg/Kg de DAS, Les de 
tricotecens B son: 46 mg/Kg de DON, 34 mg/Kg de D0N3Ac i de 4,5 
mg/Kg de fusarenon X (SNYDER, 1986), 

E l ramat vaquí també r e s u l t a molt afectat amb dietes amb DON 
(VESONDER i c o i s . , 1981), La toxina T-2 és molt tóxica en fetus 
(YONEYAMA i SHARMA, 1989) i en ve d e l l s (BULLERMAN, 1986). Un 
greu problema higiénic és l a seva transmissió a l a l l e t o a 
a l t r e s t e i x i t s comestibles (UENO, 1987), 

DAS, NEO, fusarenon X i NIV produeixen necrosi en l a p e l l de 
c o n i l l s (SNYDER, 1986). T-2 en l a d i e t a porta a g a s t r i t i s , 
descens de l a d i g e s t i b i l i t a t , necrosi de cél,lules linfátiques 
de l a mucosa i n t e s t i n a l , 1 mg/Kg de DAS és DL50 per aquests 
animáis (UENO, 1985). 

Sembla que una di e t a amb DON no afecta e l s corders (HARVEY i 
c o i s . , 1986), 

La dosi l e t a l de fusarenon X per a gats és de 5 mg/Kg. Per a i s 



anees, l a DLso de DON és 27 ng/Kg (UENO, 1985). 

En rates T-2 és l a mes potent de les toxines; després venen en 
ordre d'importancia, DAS, verrucarrina A, HT-2 i r o r i d i n a A. 
Cap mort va produir 3AcD0N. La combinado T2 + DAS + 3ACD0N 
produeix mes efecte del que es preveía. Així es pot d i r que les 
barreges de tricotecens teñen efectes sinérgics s i e l s comparem 
a cada tricotecé per s i s o l (SCHIEFER i c o i s . , 1986). 

E l NIV provoca pérdua de pes (OHTSüBO i c o i s . , 1989). DON en 
grans dosis dona l l o c a váries necrosis: g a s t r o - i n t e s t i n a l , de 
l a medul.la d s s i a , de t e i x i t s linfátics; també provoca lesions 
ais ronyons i a i s t e i x i t s cardíacs (FORSELL i c o i s . , 1987). Les 
dosis l e t a l s en aquests animáis de tricotecens del t i p u s A son: 
T-2 5,2 mg/Kg, HT-2 9 mg/Kg, NEO 14,5 mg/Kg, DAS 23 mg/Kg 
(SNYDER, 1986). Per l e s del t i p u s B son: DON 46 mg/Kg, NIV 4,1 
mg/Kg i fusarenon X 3,4 mg/Kg (UENO, 1985). Segons FORSELL i 
co i s . (1987) pero, l a DL50 peí DON és de 78 mg/Kg i l a de 
15ACD0N 34 mg/Kg. 

A l e s t r u i t e s e l s h i produeixen heraorrágies en e l páncreas, 
inapetencia i fístules (BULLERMAN, 1986; HINTIKKA i c o i s . , 
1988). 

Aqüestes toxines a 1'igual que a i s animáis també a i s homes e l s 
h i produeix vómits (UENO, 1985). La toxina T-2 está implicada 
en l'aléucia alimentaria tóxica (ATA), que dona l l o c a vómits, 
diarrees, hemorrágies, i n f l a m a d o de l a p e l l , r e s p i r a d o 
t a l l a d a i esgotament de l a medul.la deis ossos en e l s homes 
(BULLERMAN, 1986; SCOTT, 1990*). També sembla que aquesta 
toxina causa c i t o t o x i c i t a t en cél.lules humanes: melanomes i 
hepatomes (BABICH i BORENFREUND, 1991). Per un a l t r e cantó e l s 
tricotecens inhibeixen a l v i r u s herpes simplex (HSV-2), 
bloquejant l a síntesi de l a proteina v i r a l (OKAZAKI i c o i s . 
1988). 

Teñen també, a c t i v i t a t fungistática (BURMEISTER i HESSELTINE, 



50 

1970). DON, T-2 i DAS presenten a c t i v i t a t antibiótica davant 
Penicillium digitatum, Mucor ramannianus i Saccharomyces 
bayanus (VESONDER i c o i s . , 1981). I també és coneguda l a 
t o x i c i t a t de T-2 davant de Rhodotoirula ruba, R. glutinis, 
Saccharomyces carlsbergensis, Sacch, pastorianus (REISS, 1978), 
Sacch, cerevisiae (SCHAPPERT i KHACHATOURIANS, 1983), 
Kluyveromyces fragilis (BAXTER i c o i s . , 1983). 

També és coneguda l a seva a c t i v i t a t f i t o t b x i c a (BURMEISTER i 
HESSELTINE, 1970). En plantes de b l a t , DON i 15AcDON, poden 
causar aquests efectes; e l s genotipus d'hivern son mes 
susceptibles (WAKULINSKI, 1989). S i l e s l l a v o r s de b l a t porten 
l a toxina, teñen problemes en l a sembra a l ' i n h i b i r - s e l a 
formació de l ' h i p o c o t i l (REISS, 1978). S'ha comprovat que 
inhibeixen l'acció de l'ácid indolacétic (COLÉ i COX, 1981) i 
podría ser que anés I l i g a t a a l t r e s efectes en l e s plantes, com 
marciment, necrosi, redúcelo d e l creixement, etc. 

2.3.2.7.- Control i destoxificació 

Aqüestes toxines son relativaraent estables en e l s grans de 
cereals i és forga difícil descontaminar-los en condicions 
moderades (UENO, 1987). És important conéixer e l s fact o r s i e l s 
possibles mecanismes involucrats en l a r e g u l a d o de l a 
producció de tricote c e n s ; d'aquesta forma coneixent com es 
poden controlar e l s precursors, mitjangant mutants genétics, 
emprant bioreguladors, com l a temperatura, pH, llum/foscor, Ha, 
COa, O 2 , o bé amb repressió catabólica produida per les plantes 
o per microorganismes, o emprant enzims o compostos químics per 
a l a repressió fosfatada, es podría trobar l a forma adequada 
de control (BEREMAND i McCORMICK, 1992). 

La majoria d'experiéncies s'han r e a l i t z a t amb DON. A l a Taula 
6 venen expressats alguns deis tractaments experimentáis per 
a destrucció de tricotecens, l e s referéncies A,B,C i D es c i t e n 
a l t r e b a l l de SCOTT (1990"): 
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Taula 6.- Diversos tractaments per a control de tricotecens. 

Toxina substrat tractament % reducció r e f . 

DON pañis ozó humit 90 A/E 
DON pañis 30% c l o r i n e 100 A/E 
DON pañis amoni 85 A/E 
DON pañis b i s u l f i t sódic 90-95 A 
DON b l a t b i s u l f i t sódic >98 A 
DON b l a t 6% H2O2 66 A 
DON pañis rentat H2O dest. 65-69 F 
DON ordi rentat HaO dest. 65-69 F 
DON pañis rentat IM C O a N a , 72-74 F 
DON ordi rentat IM C O a N a ^ 72-74 F 

DON pañis térmic 50-90 A 
DON pañis segreg.densitat 53-77 C 

DON b l a t segreg.densitat 67-96 C 

DON sorgo segreg.densitat 64-100 D 

DON pañis microones 100 B/E 
T-2 pañis microones 97 B 
DON b l a t separació fraccions 16-83 G 
DON ordi 

pañis 
arrós 

DON b l a t sep.capa externa gra 40-100 G 
ord i 
pañis 
arrós 

A: PATEY i GILBERT (1989) 
B: STAHR i c o i s . (1987) 
C : HUFF i HAGLER (1985) 
D: BABADOOST i c o l s . (1987) 
E: YOUNG i c o i s . (1986) 
F: TRENHOLM i c o i s . (1992) 
G: TRENHOLM i COls. (1991) 
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VIDAL i c o i s . (1985) apunten que e l DAS es pot de s t r u i r amb 
h i p o c l o r i t sddic, i aquest producte també es pot emprar per 
descontaminar. En l a majoria de casos en que es fan s e r v i r 
productes químics, aquests no inhibeixen del t o t a l a f l o r i d u r a 
per6 sí a l a producció de l a toxina. E l Mn"* inhibeix l a 
producció de D0N3Ac pero no a l a f l o r i d u r a que l a produeix; 
l ' e f e c t e segueíx sent p o s i t i u en presencia d'ácids orgánics i 
també de c l o r a n f e n i c o l , pero és negatiu amb c i t r a t sódic, 
piruvat sódic o acetat sódic (VASAVADA i HSIEH, 1990). MOSS i 
FRANK (1985) fan s e r v i r un fungicida ( e l tridemorph) a baixes 
concentracions (6-8 ppm), i així inhibeixen l a producció de l a 
toxina T-2 i de DAS? s i l e s concentracions son més elevades (30 
ppm) s'estimula l a producció de l a toxina T-2, malgrat h i hagi 
una reducció del 50% de l a f l o r i d u r a causant. 

Hi ha productes elaborats per l e s plantes (flavonoids i 
furanocumarines) que redueixen l a c i t o t o x i c i t a t de l a toxina 
t-2 (MARKHAM i c o l s . , 1987) o bé poden a r r i b a r a i n h i b i r en més 
d'un 85% l a biosíntesi d'aqüestes micotoxines (DESJARDINS i 
co i s . , 1988). 

S'han trobat també, anticossos monoclonals que produeixen 
contrareaccions a alguns tricotecens del tipus A (T-2 i DAS) 
(FAN i c o i s . , 1988? CHANH i c o i s . , 1990). 

En l a revísíó f e t a per RAMOS i HERNÁNDEZ (1991) e l tractament 
térmic per a d e s t r u i r l a toxina ha de ser d'uns 2 0 0 - 2 1 0 0 C 

durant 30-40 minuts. 

Encara que F, sporotricbioides, gran productor de l a toxina T-
2, s i g u i t o l e r a n t a elevats n i v e l l s de 00,, l a formació 
d'aquesta toxina es pot i n h i b i r amb concentracions més baixes 
de CO2 (<60% CO2 i 20% d'Oj), que les necessáries per i n h i b i r 
e l creixement de l a f l o r i d u r a (PASTER i MENASHEROV, 1988). 

En l e s neteges i moltura de grans contaminats amb tric o t e c e n s 
queda encara l a presencia d'aquests. En b l a t contaminat amb DON 
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hi ha una lleugera reducció a l netejar, pero n'hi queda més 
quantitat en l a fariña per pinsos i en e l segó (ABBAS i c o i s . , 
1985). En b l a t de moro contaminat amb DON en queda en e l gluten 
1 en l a solució aquosa ("corn steep l i q u o r " ) . En b l a t amb NIV 
en queda gran quantitat en e l segó i en l a fariña per pinso. 
En e l b l a t de moro amb T-2, l a moltura seca porta a qué en 
quedi en e l germen (SCOTT, 1990"). 

Ais o l i s de b l a t de moro no s'hi troba DON n i NIV j a que 
primer, amb e l r e f i n a t tan sois en queda un 43% i amb e l s 
tractaments posteriors s'acaben d'eliminar. 

GILBERT i c o i s . (1992") aconsellen emmagatzemar e l b l a t i e l 
bl a t de moro a -18oc per controlar e l DON; a 37oc tan s o i s es 
controla durant 3 mesos i a 20oc durant 24 mesos. 

SMITH (1985) deia que incloent a l a d i e t a a l f a l s o bé 
bentonita, es redueixen e l s temps de retenció de l a toxina T-2 
en l'intestí i que e l s animáis superen e l f e t de ref usar 
l'aliment. 

2.3.2.8.- Legislació 

En alguns paisos h i ha r e g u l a d o d e l n i v e l l de toxines en 
alguns aliments (Van EGMOND, 1989). Així, DON está regulat a l 
Canadá: 2 /ig/g en e l b l a t , 1 nq/g en p a p i l l e s de b l a t , 1,2 ng/g 
en aliments d'importació. Ais U.S.A. e l s máxims permesos son: 
2 fig/g en b l a t i derivats per fariña, 1 Mg/g en productes 
fináis destinats a l consum huma, 4 Mg/g en b l a t i derivats per 
pinsos que no excedeixin en un 10% per porcs i animáis de 
companyia i en un 50% per remugants i p o l l a s t r e s . A Rumania e l s 
máxims permesos son: 0,005 /ig/g en pinsos. A Russia: 1 ng/g en 
b l a t dur i 0,5 ^g/g en a l t r e s t i p u s de b l a t . En aquest país 
també h i ha regulació per l a T-2: 0,1 tíg/g en grans. 
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2.3.3.- La ZEARALENONA 

Es t r a c t a d'un compost estrogénic, que a l 1955 CHRISTENSEN, 
NELSON i MIROCHA varen a x i l a r a p a r t i r d'una soca de FusariuiB 
no i d e n t i f i c a d a i a l que van anomenar F-2. És també coneguda 
com a FES (fermantation oestrogenic substance) o com RAL. 

Actualment se'n coneixen mes de 10 derivats naturals. Ocasiona 
moltes pérdues, a 1'afectar 1'aspeóte reproductiu i a l a s a l u t 
deis animáis, i a mes, residus de l a toxina en plantes o 
t e i x i t s animáis poden perjudicar l a s a l u t humana. 

S ' u t i l i t z a en farmacia per a regular problemes durant l a 
menopausa. Algún deis derivats son anticonceptius i d'altres 
a f e g i t s a l a d i e t a deis animáis e l s incrementa e l creixement 
(MOREAÜ i MOSS, 1979). 

2.3.3.1.- Estructura i composició. 

E l seu nom és (s)-zearalenona(F-2)([6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-
l - u n d e c e n i l ) - 6 - r e s o r c i l acid lactona]) i l a seva fórmula 
molecular és CaaHaaO». 

La seva estructura química va ser determinada per URRY (1966) 
segons c i t a BETINA (1984); encara que e l primer en patentar-la 
va ésser ANDREWS i STOB (1965), segons diuen MIROCHA i c o i s . 
(1977). 

A l a Figura 11 és poden veure l e s estructures de l a zearelenona 
i e l s principáis derivats naturals d'aquesta. 



R, R3 R4 
Zearalenona Ha H , = 0 H 
Zearaleno! »2 Ha O H H 

Figura 11-- Estructura de l a zearalenona. (UENO, 1985) 

2 . 3.3.2. - Principáis característiques físico-químiques 

E l pes molecular és 318,1467. 

L'espectre u l t r a v i o l a t és EtOH 314, 274 i 236 nm. Aquest 
compost produeix una intensa fluorescencia blava a l ser 
irr a d i a d a amb llum u l t r a v i o l a d a . 

És soluble en a l c a l i n s acuosos, éter, benzé, alcohols, 
cloroform, c l o r u r de m e t i l , acetat d ' e t i l i a c e t o n i t r i l . És 
insoluble en aigua, d i s u l f i t i t e t r a c l o r u r de carboni. 

2 . 3 . 3 . 3 . - Principáis especies productores. 

Aqüestes toxines son produides principalment per d i s t i n t e s 
especies del genere Fusarium, entre l e s que destaquem l e s 



especies següents: F. graminearum, F. tricinctum, F. lateritum, 
F. oxysporum, F. culmorum, F. moniliforme, F.equiseti, F. gib-
bosum, F. avenaceum, F. nivale, F. sambucinum (COLÉ i COX, 
1981), F. sporotrichioides (FAO, 1982), F. heterosporum 
(CHELKOWSKI i MANKA, 1983) i F. solani (RICHARDSON i c o l s . , 
1985") son l e s especies de Fusarium mes citades com a 
productores de zearalenona. És pero, Fusarium graminearum l a 
p r i n c i p a l especie productora i l a mes estudiada per l a majoria 
d'autors (BULLERMAN, 1986). 

També a l t r e s generes com Penicillium, Trichothecium roseum i 
Rhizopus en poden ser productors, t a l com ho c i t e n MOREAU i 
MOSS (1979). 

2.3.3.4.- Material susceptible 

Zearalenona és un contaminant natural de l a majoria de cereals, 
com b l a t de moro, bl a t , o r d i , civada i sorgo (MIROCHA i c o i s . , 
1977; CHELKOWSKI i c o i s . , 1983; TANAKA i c o i s . , 1985", UENO, 
1985; NEWBERNE, 1987; SYDENHAM i c o i s . , 1988; BENNETT, 1991). 
Segons TRENHOLM i c o i s . (1985*) se'n pot trobar en b l a t i b l a t 
de moro en e l camp o durant 1'emmagatzematge. SCOTT i c o i s . 
(1978) n'ha a i l l a t en cereals d'esmorzar, en pañis e s c l a f i t i 
també en b l a t de moro congelat. 

També en productes derivats de cereals és freqüent l a seva 
presencia, com a l a fariña de b l a t i d'ordi (TANAKA i c o i s . , 
1985"), a i s pinsos i fenc (SWANSON i c o i s . , 1984; UENO, 1985; 
BULLERMAN, 1986; BENNETT, 1991) i ocasionalment a l a cervesa 
(NEWBERNE, 1987). També se'n pot trobar en e l pa, ja que un cop 
mólt i c u i t e l b l a t encara h i pot quedar un 10% de l a toxina 
(TANAKA i c o i s . , 1986). 

Segons c i t a BETINA (1984) a l Japó se n'ha trobat en l e s beines 
de mongetes i en aigua de r i u . POHLAND i WOOD (1987) en varen 
detectar en nous. 
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BULLERMAN (1986) diu que l a zearalenona es pot transmetre a i s 
garrins a través de l a l l e t . ROYBAL i c o i s . (1988) n'han a i l l a t 
en t e i x i t s animáis de bovl i p o l l a s t r e . 

2.3.3.5.- Principáis métodes d'análisi. 

1. Técniques de c u l t i u . 

P.H. HIDY va patentar a l 1971 un medi a base de glucosa, KCl, 
MgS04, NaNOa, NH^NOj, K 2 H P O 4 , extracte de l l e v a t i aigua, emprant 
vermiculita com a substrat (patent 3.580.811). 

CHELKOWSKI i MANKA (1983) u t i l i t z e n diversos medis de c u l t i u 
per a l a producció de l a toxina, a base de b l a t , o o r d i o b l a t 
de moro autoclavat. S'incuba a 19,5oC, a 25oc i a 28oc; sembla 
que e l máxim n i v e l l de producció és a 28oc amb un 35% d'humitat 
durant 24 dies. GREENHALGH i c o i s . (1983) també fan s e r v i r medi 
de b l a t de moro i també un a l t r e amb arrós, encara que aquest 
últim no estimula tant l a producció. S'incuba a 150C amb un 30% 
d'humitat durant 4 setmanes. 

La f l o r i d u r a , s i és toxigénica, necessita de temperatures i 
humitats elevades i e l substrat adequat per a produir l a 
toxina. MIROCHA i c o i s . (1977) diuen que un període de baixes 
temperatures alternant amb temperatures moderades és necessari 
per a l a producció de l a toxina. Aquest i n t e r v a l de 
temperatures baixes d i u NEWBERNE (1987) és de 12-140C. 

2. Extracció i purificació de l e s toxines. 

SWANSON i c o i s . (1984) U t i l i t z e n metanol:aigua (3+1) per a 
r e a l i t z a r 1'extracció, seguit d'acetat d ' e t i l , éter de petrolí 
i tolué:acetat d ' e t i l . BENNETT i c o i s . (1985) fan s e r v i r e l 
c l o r u r de meti l i TANAKA i c o i s . (1985") acetonítril:aigua 
(3+1). 
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Per a l a p u r i f icació TANAKA i c o i s . (1985") f a s e r v i r una 
columna de f l o r i s i l i MERINO i c o i s . (1993) una columna de 
sílica. 

3. Métodes analítics. 

La cromatografía de capa f i n a (TLC) és u t i l i t z a d a per diversos 
autors, i amb una gran v a r i e t a t de solvents. Així SWANSON i 
c o i s . (1984) fan s e r v i r cloroform:etanol (95+5) o benzé:acetona 
(9+1) i GRABARKIEWICZ-SZZESNA i c o l s . (1985) e l 
clororform:acetona (9+1). SCOTT i c o i s . (1978) polvoritzen amb 
solució de " f a s t v i o l e t B". 

També amb cromatografía líquida d'alta resolució molts autors 
fan l e s seves análisis (SCOTT i c o i s . , 1978? TANAKA i c o i s . , 
1985"; MERINO i co i s . , 1993). 

SCOTT i c o i s . (1978) i TANAKA i c o i s . (1985") combinen l a HPLC 
amb cromatografía de gasos (GC). ROYBAL i c o i s . (1988) 
descríuen l a metodología emprada en texíxits animáis fents 
s e r v i r LC/EC i GC/MS. Segons PATHRE i MIROCHA (1976) 
l'espectrometia de masses va bé per elu c i d a r 1'estructura de 
l a toxina. 

Una a l t r a forma és f e r s e r v i r anticossos específícs, com e l s 
que u t i l i t z a TESHIMA i c o i s . (1990) o enzims immunológics 
(DIXON i HEITZMAN, 1984; LIU i c o i s . , 1985; BENNET, 1991). 

2.3.3.6,- Toxicologia 

Aquesta toxina produeix efectes estrogénics a molts animáis, 
pero en granges e l més afectat és e l porc (KIM i ROH, 1986). 
Les truges presenten e l síndrome de v u l v o v a g i n i t i s , on s ' i n f l a 
l a vulva, h i p e r t r o f i a uterina, allargament de glándules 
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inaraáries i h i p e r t r o f i a de mames, juntament amb pérdua de pes 
i amb increment de l a mo r t a l i t a t d'embrions (MIROCHA i 
CHRISTENSEN, 1974; KALLELA i SAASTAMOINEN, 1982; BULLERMAN, 
1986; RAINEY i c o i s . , 1990). Ais máseles e l s h i pot produir 
inflamado del prepuci i a t r o f i a t e s t i c u l a r , i a i s garrins e l s 
h i retarda e l creixement (MIROCHA i CHRISTENSEN, 1974). Segons 
aquests autors d ' l a 5 ppm son s u f i c i e n t s per causar respostes 
fisiológiques. 

A l e s vaques e l s h i produeix anemia, avortaments, v a g i n i t i s , 
i n f e r t i l i t a t (MIROCHA i CHRISTENSEN, 1974), pero sembla que 
alimentades amb pinso amb zearalenona molt poca quantitat o res 
d'aquesta toxina apareix en l a l l e t (PRELUSKY i c o i s . , 1990). 

Les g a l l i n e s alimentades amb 250-500 ppm en e l pinso e l s h i 
produeix a part d'efectes estrogénics, decreixement de l a 
q u a l i t a t de l a cl o s c a deis ous, baixa e l pes i l a producció 
d'ous (SPEERS i c o i s . , 1971; CHI i c o i s . , 1980; SUNDLOF i 
STRICKLAND, 1986; KIM i ROH, 1986). 

També resulten afectats g a l l s d i n d i s , c o n i l l s (KIM i ROH, 
1986), corders (KALLELA i SAASTAMOINEN, 1982) i rates 
(SCHOENTAL, 1984; UENO, 1985; KIM i ROH, 1986). 

E l zearalenol és un der i v a t sintétic de l a zearalenona i es f a 
s e r v i r per engreixar v e d e l l s ; s i es menja sovint carn que en 
presentí en quantitats s u f i c i e n t s , pot causar p r e c o c i t a t sexual 
en nens (SUNDLOF i STRICKLAND, 1985). 

Enfront diversos microorganismes, com Bacillus i Salmonella, 
aquest producte és tóxic (UENO i KUBOTA, 1976; BOUTIBONNES i 
c o i s . , 1983; LAFONT i c o i s . , 1983). 

2.3.3.7.- Control i destoxificació. 

Hi ha v a r i s productes que sembla van bé per a controlar aquesta 
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toxina encara que és bastant difícil d e s t r u i r - l a en pinsos. 
MOREAÜ i MOSS (1979) han r e c o p i l a t que l'addició de 20 mg de 
diclovos (dimetil 2 , 2 - d i c l o r o v i n i l fosfat)/Kg en 10 jul de 
dimetilsulfóxid sobre un c u l t i u de F. graminearum , no afecta 
e l creixement de l a f l o r i d u r a , pero inhibeix l a formació de 
zearalenona. KALELLA i SAASTAMOINEN (1982) destaquen l'ús 
d'ácids orgánics i a l t r e s additius per controlar-ho; pero s i 
e l s grans están molt humits e l producte redueix l a seva 
e f i c a c i a . ABBAS i c o i s . (1988) empra CaOH a lOOoC durant 5 
minuts i en destrueix d'un 59-100%. 

Que i n h i b e i x i l a toxina, segons PASTER i c o i s . (1991) h i ha l a 
metionina, l a c i s t i n a , l ' a l a n i n a , e l triptófan, l'amonlac i e l 
c l o r ; així com atmosferes enriquides amb COa (60%, 40% o 20%) 
i amb un 20% o un 5% d'O^. TRENHOLM i c o i s . (1992) rentant o r d i 
o b l a t de moro amb aigua d e s t i l . l a d a redueixen d'un 2-61% e l 
n i v e l l de zearalenona; s i e l primer rentat es f a amb IM 
carbonat sódic, l a redúcelo és del 80-87%. 

SMITH (1985) apunta que és bo a f e g i r a l e s dietes deis animáis 
fonts de f i b r a natural, com a l f a l s , j a que redueix residus de 
zearalenona i també efectes que aquesta pugui produir. 

2.3.3.8.- Legislació. 

La "Associate Referee" recomana continuar amb e l s estudis de 
determinado de l a zearalenona, per t a l de demanar 1'abséncia 
d'aquesta toxina en e l s grans (SCOTT, 1992). A Bélgica no es 
permet que cap aliment t i n g u i zearalenona (Van EGMOND, 1989). 



Aquesta t e s i s'emmarca dins d'una de l e s línies de l a Secció 
de Microbiología del Departament de Tecnología d'Aliments de 
l a üniversitat de L l e i d a , del Laboratori de Química Orgánica 
del Departament de Química de l a üniversitat de L l e i d a i del 
Centre UdL-IRTA, que teñen com a o b j e c t i u primordial l a 
incidencia de fongs i toxines en aliments d'origen vegetal. 
Dintre d'aquesta línia es porten a terme col.laboracions amb 
l ' I s t i t u t o Tossine e Micotossine da P a r a s s i t i V e g e t a l i , de Ba r i 
( I t a l i a ) . 

L'objectiu p r i n c i p a l és e l de determinar l a q u a l i t a t 
microbiológica de grans emmagatzemats, des del punt de v i s t a 
de detecció de micotoxines produides per una s e r i e de 
f l o r i d u r e s , que causen deteriorament d e l gra i porten a 
problemes sanitaris/toxicológics a 1'ésser v i u que ho 
consumeix. 

Per abordar aquest o b j e c t i u , e l t r e b a l l s'estructura en e l s 
següents punts: 

1. Estudi de l a micoflora de grans emprats a l'alimentació 
animal, com son b l a t de moro, b l a t , o r d i , sorgo i c o l z a . 

2. Análisi d'aflatoxines deis grans, que son l e s úniques 
toxines fúngiques l e g i s l a d e s . 

3. Determinació de l a capa c i t a t toxigénica de l e s soques 
presents en e l s grans. Es fará e s p e c i a l atenció en l a 
producció de toxines per part de l e s soques de 
Fusarium. 
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a) MOSTRES 

1. Recollida periódica de mostres de cereals ( b l a t de moro, 
bla t , o r d i , sorgo), pinsos i colza en en e l s magatzems. 

2. Análisi de l e s mostres I: parámetres no microbiológics. 

3. Análisi de l e s mostres I I : determinació de l a presencia de 
toxines. 

4. Análisi de l e s mostres I I I : análisi microbiológica 
4.1. Determinació i quantificació de l a infecció fúngica 

deis grans. 
4.2. Recompte de f l o r i d u r e s v i a b l e s en pinsos. 

b) SOQUES AlLLADES 

1. Aspergillus flavus 

1.1. Capacitat potencial de producció d'aflatoxiría 

2. A l t r e s Aspergillus 

2.1. A c t i v i t a t antimicrobiana 

3. P e n i c i l l i u m sp, 
3,1. A c t i v i t a t antimicrobiana 

4. Fusarium sp. 
4.1. Classificació 
4.2. A c t i v i t a t enzimática 
4.3. Capacitat de producció de toxines 

4.3.1. Zearalenona 
4.3.2. Tricotecens 
4.3.3. Fumonisines 

4.4. A c t i v i t a t antimicrobiana 
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1.- MATERIAIi 

1.1.- MOSTRES ASSAJADES 

a) Cereals 

Durant e l s mesos d'octubre de 1983 a j u l i o l de 1984 es varen 
r e c o l l i r un t o t a l de 75 mostres de cereals: 33 de b l a t de moro 
(15 d'origen nacional i 18 d'origen americá -11 de b l a t de moro 
plata d'Argentina, 5 USA i 2 del B r a s i l - ) , 17 d'ordi, 17 de 
sorgo i 8 de b l a t . E l material procedía de quatre empreses de 
pinsos ubicades a H a l d a , que ens van subministrar l e s mostres 
de forma gradual. La distribució en l e s mostres de cadascun 
deis cereals ve i n f l u i d a per l a seva importancia en l a 
f a b r i c a d o de pinsos. 

Es va t r i a r e l s cereals com a material de partida, per t a l de 
conéixer una mica mes l a gran quantitat de problemes que 
aquests presenten un cop están emmagatzemats, fent incidencia 
en l a seva possible contaminado fúngica. 

Degut a l a gran importancia de l e s mostres de b l a t de moro, e l s 
r e s u l t a t s de totes l e s análisis r e a l i t z a d e s es donen de forma 
global (BM) i per separat: b l a t de moro nacional (BMN) i 
estranger (BME). 
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b) Pinsos 

A l a mateixa época que les mostres de cereals, es van r e c o l l i r 
27 mostres de pinsos de l e s mateixes empreses : 13 de pinsos 
per a porcs (6 per a engreix, 4 per a garrins i 3 per a 
truges), 11 per aus (2 per a b r o i l e r s , 8 per a p o l l a s t r e s i 1 
per a g a l l i n e s ) , 1 per a vaques, 1 per a c o n i l l s i 1 per a 
corders. 

La quantitat de mostres de cada tipus va Hígada a l a 
importancia de cada material. 

c) Colzq 

Durant e l s mesos de juny i j u l i o l de 1990 es varen a n a l i t z a r 
118 mostres de colza. L'origen d'aquestes mostres era: 105 de 
Catalunya (2 de l a comarca de l'Anoia, 4 de l ' A l t Empordá, 8 
del Baix Empordá, 20 del Bages, 5 del Berguedá, 26 del Girones, 
2 de l a Noguera, 15 d'Osona, 5 de l a Segarra, 5 del Segriá, 12 
de l ' U r g e l l i 1 del V a l l e s O r i e n t a l ) , 12 d'Aragón (1 d'Huesca 
i 11 de l a L l i t e r a ) i 1 de Navarra. Varen ser subministrades 
per una empresa d ' o l i s ubicada a l a provincia de L l e i d a . 

Es va creure oportú comentar 1'estudi de l a contaminació de l a 
colza, ja que t o t i que 1'emmagatzematge és curt quan es 
destina a l a f a b r i c a d o d ' o l i , és de mes l l a r g a durada quan es 
destina a 1'elaborado de pinsos. 

1.2.- MICROORGANISMES 

Per a l a realització del t e s t de producció de substancies 
metabóliques amb a c t i v i t a t biológica (test de Wickerham) per 
part de l e s f l o r i d u r e s Aspergillus i Penicillium es varen 
u t i l i t z a r 5 soques bacterianes i l l l e v a t , pertanyents a l a 
"Colección Española de Cultivos Tipo" (CECT). 
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Aquests microorganismes son : 

Bacillus subtilis CECT 35 
Enterobacter aerogenes CECT 400 
Escherichia cali CECT 40 
Salmonella enteritidis ser A. CECT 407 
Staphylococcus aureus CECT 86 

Saccharomyces cerevisiae CECT 1312 

Per a l a realització del t e s t de Wickerham per part de l e s 
f l o r i d u r e s del genere Fusarium es varen u t i l i z a r 9 soques 
bacterianos i 4 l l e v a t s . E l s microorganismes es varen obtenir 
igualment de l a "Colección Española de Cultivos Tipo": 

Bacillus megaterium CECT 44 
Bacillus subtilis CECT 35 
ClaviJbacter michiganiensis sp. michiganiensis CECT 79 
Enterobacter cloacae CECT 194 
Pseudomonas solanacearum CECT 125 
Salmonella enteritidis CECT 556 
Staphylococcus aureus CECT 240 

Candida albicans CECT 1394 
Kluyveromyces marxianus var. marxianus CECT 1123 
Saccharomyces cerevisiae CECT 1317 
Saccharomyces cerevisiae CECT 1383 

Les dues soques de b a c t e r i s següents es varen obtenir d e l Dr. 
Yoshito Sadaire, "Radioisotope Center, National I n s t i t u t e of 
Genetics", Mishima 411 Japan : 

Bacillus subtilis M45 
Bacillus subtilis H17 
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La rao de f e r s e r v i r aqüestes dues soques ve motivada per ser 
referenciades en diferents t r e b a l l s com a molt sensibles a 
l'acció de toxines de Fusarium. 

1.3.- PATRONS DE TOXINES 

a) Aflatoxjnes 

Aflatoxina Bi i aflatoxina B2 obtingudes de Calbiochem Ltd. 
Suissa. 

b) Zeayalenong 

Zearalenona, a-zearalenol i B-zearalenol subministrados per 
P.M. Scott, S i r Frederick Bunting, Otawa, Canadá. 

c) TrjcQtecens 

Tricotecens del tipus A : toxina T-2, neosolaniol (NEO), toxina 
HT-2, i diacetoxiescirpenol (DAS), obtinguts de Mako Lab. 
Japan. 

Tricotecens d e l tipus B : Fusarenon X, nivalenol (NIV), 
deoxinivalenol (DON) i 15-acetildeoxinivalenol (15 AcDON), 
obtinguts del Mako Lab. Japan. 

d) Fumonj-gípes 

Fumonisina B̂  i fumonisina Bj obtingudes de l a "División of-
Food Science", CSIR, Pretoria, South África. 



e) T o x i n e s orodviláes p e r Alternaría 
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A c i d t e n u a z o n i c ( T A ) , a l t e r n a r i o l ( A O H ) , alternariol-metil-éter 
(AME), a l t e r t o x i n a - I (ATX-I) i a l t e r t o x i n a - I I ( A T X - I I ) 
s u b m i n i s t r a d e s peí Dr. A. V i s c o n t i , " I s t i t u t e T o s s i n e e 
M i c o t o s s i n e da P a r a s s i t i V e g e t a l i " , B a r i , I t a l i a . 

1.4.- APARELLS I MATERIAL CIENTÍFIC ESPECÍFIC 

- C r o i a a t d g r a f GLC : C a r i o E r b a Strumentazione/HRGC 5,160 
Megaseries/MFC 500, f o r m a t p e r : r e g i s t r a d o r i n t e g r a d o r Mega 
2 I n t e g r a t o r . D e t e c t o r de c a p t u r a electrónica, model ECD-400 
C a r i o E r b a , Columna c r o m a t o g r a f i c a RTX 1.701 de 15 m x 0,32 mm 
( S u p e l c o I N C . ) . 

- Cromatograf llquid-líquid d ' a l t a resolució (HPLC) f o r m a t 
p e r : dues bombes marca A p p l i e d B i o s y s t e m s , model 400. 
I n j e c t o r marca A p p l i e d B i o s y s t e m s , model 491, d i n a m i c m i x e r 
i n j e c t o r . C o n t r o l a d o r de g r a d i e n t marca A p p l i e d B i o s y s t e m s , 
model 980. I n t e g r a d o r - r e g i s t r a d o r , marca H e w l e t P a c k a r d , 
model 3396. Columna m e t a l . l i c a S p h e r i s o r ODS-2 (10 um) de 25 
X 0,4 cm ( T r a c e r Analítica S.A.). 

- L i o f i l i t z a d o r T e l s t a r 

- Microscopí L e i t z Arístoplan, amb a p a r e l l de fotografía W i l d 
MPS 45. 

- N o v a s i n a . HuMidat I C I - I 

- R o t a v a p o r BÜCHI R e O l l , amb bany d ' a i g u a BÜCHI 461. 
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* Columnes BOND-Elut SAX-Cartridge. 

* Plaques de cromatografía de fase r e v e r s i b l e KC 18 Whatman. 

* Plaques de cromatografía de s i l i c a gel 60 sense indicador de 
fluorescencia. 

* Plaques de cromatografía de s i l i c a gel 60 Fzs*, bidimensional 
i amb indicador de fluorescencia, 

* Micropipetes Hamilton. 

* Dissolvents d e s t i l . l a t s . 
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2.- MÉTODES 

2.1.- TÉCNIQUES GENERALS EN MICROBIOLOGÍA 

2.1.1.- Medís c u l t i u 

a) Normes generáis de preparado 

1. - Pesar l e s substancies que componen e l medi. 

2. - Dissoldre en l a quantitat d'aigua d e s t i l . l a d a corresponent. 

3. - Ajustar e l pH amb HCl IM ó amb NaOH IM. 

4. - S i e l medi és líquid, es buida en un matrás Erlenmeyer ó 
bé es d i s t r i b u e i x en tubs, i es tapa amb coto i paper 
d'alumini. 

S i e l medi és sólid, s'afegeix l a quantitat d'agar corresponent 
i es f a b u l l i r amb a g i t a d o per dissoldre'1, es buida e l medi 
en un matrás Erlenmeyer ó bé es d i s t r i b u e i x en tubs, i es tapa 
amb coto i paper d'alumini. 

5. - E s t e r i l i t z a r a l'autoclau durant 15 minuts a 12loc. 

b) Principáis medis de c u l t i u 

- Extracte de patata concentrat 

Composició: 200 g de patata; 500 mi d'aigua d e s t i l . l a d a . 
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Es t a l l e n les patates a tacs p e t i t s . Es posen a b u l l i r en 
aigua, i quan arrenca e l b u l l es deixa l hora en ebullició.Es 
col a . E l líquid resultant s'enrasa f i n s a 200 mi amb aigua 
d e s t i l . l a d a . Per guardar es congela. 

- Agar patatq dextyosa fPPA) 

Composició: extracte de patata concentrada 200 mi? glucosa 20 
g? aigua d e s t i l . l a d a 800 mi? agar 12 g. 

Es dissolen l a patata i l a glucosa en aigua. S'ajusta a pH 5,5 
amb HCl IM. S'afegeix l'agar i s ' e s t e r i l i t z a . 

- Agar QZ^P^X 

Composició: sacarosa 30 g? NaNOa 3 g? KCl 0,5 g? KaHPO« 1 g? 
MgS04.7H20 0,5 g? FeS04 .7H20 0,1 g? agar 18 g? aigua d e s t i l . l a d a 
1000 mi. 

Es dissolen t o t s e l s components per separat (a excepció de 
l'agar) i posteriorment s'ajunten t o t s excepte e l K^MPO^, que 
s'esterilitzará per separat. S'ajusta e l pH de l a barreja i de 
l a disolució de KjHPO^ a 5,5. S'afegeix l'agar a l a barreja. 
S ' e s t e r i l i t z a . Es refreda i un cop están a 45oc s'afegeix e l 
f o s f a t estéril a l a barreja i es reparteix en plaques. 

- Aaar extracte de malta (EMA) 

Composició: extracte de malta 20 g? glucosa 20 g? peptona 1 g? 
agar 20 g? aigua d e s t i l . l a d a 1000 mi. 

Es dissolen t o t s e l s components per separat (a excepció de 
l'agar) i posteriorment s'ajunten t o t s . S'ajusta e l pH de l a 
barreja a 5,5. S'afegeix l'agar i s ' e s t e r i l i t z a . 
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- Medi d'assajq d'antibiótics de Wickerham fmedi Wickerham) 
(RAPER i THOM, 1949) 

Composició: extracte de l l e v a t 2 g? peptona 3 g; glucosa 30 g; 
NaNOa 2 g; K2HPO4 .3H2O 1 g,- MgSO^ 0,5 g; KCl 0,2 g; F e S 0 , . 7 H 2 0 

0,01 g; agar 18 g; aigua d e s t i l . l a d a l o o o mi. 

Es dissolen t o t s e l s components per separat (excepte l ' a g a r ) . 
Posteriorment s'ajunten t o t s a excepció del f o s f a t . S'ajusta 
e l pH de l a barreja i del f o s f a t a 7 , 0 . S'afegeix l'agar a l a 
barreja i s ' e s t e r i l i t z a . Es refreda i un cop está a 4 5 o c 

s'afegeix e l f o s f a t a l a barreja i es reparteix en plaques. 

- Aaar recompte en placa fPCA> 

Composició: peptona 10 g? extracte de l l e v a t 2,5 g; glucosa 1 
g; agar 18 g; aigua d e s t i l , l a d a 1000 mi. 

Es dissolen t o t s e l s components per separat (excepte l ' a g a r ) . 
Posteriorment es barregen. S'ajusta a pH 7,0. S'afegeix l'agar 
i s ' e s t e r i l i t z a . 

- Brou n u t r i t i u 

Composició: peptona 10 g i extracte de carn 3 gt NaCl 5 g; aigua 
d e s t i l . l a d a 1000 mi. 

Es dissolen t o t s e l s components per separat. Posteriorment es 
barregen. S'ajusta a pH 7,0. S ' e s t e r i l i t z a . 
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2-1.2.- Identificació de f l o r i d u r e s 

a) Carácters culturáis 

S'observaran l e s f l o r i d u r e s crescudes en e l medi PDA. Per teñir 
mes informado i poder-ne f e r una descripció completa s e ' l s pot 
sembrar en e l s medis clássics : PDA , agar Czapeck i agar 
extracte de malta. In algún cas e s p e c l f i c , com és amb l e s 
soques del genere Fusarium, s'empraran a l t r e s medis específics, 
que es detallaran posteriorment. 

La sembra es f a en 3 punts (triangle) amb l a placa i n v e r t i d a . 
S'incuben a 28oc durant 5 dies. 

E l s c u l t i u s han d'examinar-se anotant e l s següents carácters 
culturáis : 

1. - Grau de creixement. Es descriu com a molt l e n t , l e n t , 
moderat, d i s c r e t , rápid, etc. En algunes diagnosis es donen e l s 
diámetres r e a l s de l e s colónies, transcorregut un deterrainat 
nombre de dies. 

2, - Color de l a colonia i canvis que pugui s o f r i r . S i és 
uniforme, per zones o en mosaic , És interessant anotar també 
e l s colors que apareixen a i s voltants de l e s colónies en 
desenvolupament. 

3. - Colors i canvis que puguin produir-se en e l revers de l e s 
colónies. 

4, - Canvis de color en e l medi, tant s i teñen l l o c només a 
l'área compresa per l a colonia com s i s'han difós. 

5,- Textura s u p e r f i c i a l . 



6. - Olor, s i e x i s t e i x . En general l e s olors son molt d i f l c i l s 
de descriure. Moltes especies teñen una olo r que podem 
descriure com " f l o r i t " . 

7. - Característiques deis vacúols de líquid t r a n s p i r a t , que 
es troba a vegades en e l creixement a e r i . 

b) Observació microscópica 

- Preparacions en portaobjectes 

Es d i p o s i t a una gota p e t i t a de líquid a l centre d'un 
portaobjectes de vidre net i desengreixat. E l líquid de 
muntatge u t i l i t z a t ha estat 1'aigua d e s t i l . l a d a , encara que 
també es podía emprar e l l a c t o f e n o l d'Amann ( f e n o l - c r i s t a l l s 
purs 10 g; ácid láctic 10 g; g l i c e r i n a pura 20 g; aigua 
d e s t i l . l a d a 10 mi. Es prepara fácilment es c a l f a n t e l fenol amb 
aigua f i n s que es d i s s o l , afegint després l'ácid láctic i l a 
g l i c e r i n a . L'índex de refracció és de 1,45). 

Amb l a nansa de K o l l e estéril es r e c u l l de l a part mes externa 
del c u l t i u , una part del m i c e l i fúngic, procurant no trancar 
massa l e s h i f e s . 

Es posa un cobreobjectes , intentant que no quedin bombo!les 
d'aire. 

Es passa a 1'observació microscópica. 

- Carácters morfQJógics 

1.- Característiques de l e s h i f e s submergides : co l o r , 
presencia o abséncia de septes, diámetre aproximat i carácters 
d i s t i n t i u s d'estructures especiáis s i en teñen. 



76 

2. - Grau de desenvolupament de l e s e s t r u c t u r e s de 
f r u c t i f i c a d o . 

3. ~ Característiques i disposició d e i s drgans de fructificació 
madurs, j a s i g u i n e s p o r a n g i s , p e r i t e c i s , picnídis, 
e s p o r o d o q u i s , c o r e m i s o c o n i d i o f o r s , I l i u r e s ó bé en e l 
s u b s t r a t , en l a s u p e r f i c i e o en e l m i c e l i a e r i . També és m o l t 
i m p o r t a n t d e s t a c a r s i e x i s t e i x més d'un t i p u s d ' e s t r u c t u r a 
d'esporulació. 

4. - C o l o r , tamany i forma d e i s órgans de f r u c t i f icació, p r e n e n t 
mesures de l e s p a r t s e s s e n c i a l s i disposició en e l l e s de l e s 
e s p o r e s . 

5. - D e t a l l s s o b r e 1 ' e s t r u c t u r a de l a fructificació , p r e n e n t 
mesures de l e s p a r t s e s s e n c i a l s i disposició en e l l e s de l e s 
e s p o r e s . 

6. - D e t a l l s c o m p l e t s de l e s e s p o r e s : c o l o r , forma, tamany, 
tabícació i marques s u p e r f i c i a l s . 

L e s principáis m o n o g r a f i e s que s'han f e t s e r v i r p e r a l a 
classificació d e i s g e n e r e s més i m p o r t a n t s son l e s següents : 

Fusarium s p MESSIAEN i CASSINl ( 1 9 6 8 ) ; BOOTH 
(19 7 7 ) ; GERLACH i NIRENBERG ( 1 9 8 2 ) ; 
NELSON, TOUSSOUN i MARASAS ( 1 9 8 3 ) . 

A l t e r n a r i a s p . SIMMONS ( 1 9 6 7 ) ; E L L I S (1971; 1976). 

Aspergillus s p . RAPER i FENELL (1965) 

Aspergillus flavus .... CHRISTENSEN (1981) 

P e n i c i l l i u m sp. RAPER i THOM (19 4 9 ) ; PITT (1979) 
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2.1.3.- Conservado de soques 

Totes les soques interessants d'ésser conservades c a l que 
estiguin en c u l t i u pur. S'inoculen en tubs de PDA i s'incuben 
a 280C durant 5 dies. 

Es r e f r i g e r e n a temperatures entre 4 i 6oC. 

Caldrá ressembrar-les cada dos mesos aproximadament. 

2.2.- PRESA DE MOSTRES 

Es preñen uns 500 g de l l a v o r s de l e s s i t g e s , agafades de 
diversos punts de l a s i t j a (de l a part a l t a i baixa, amb una 
sonda i de forma aséptica) i es barregen (FAO, 1989). 

Un cop a l l a b o r a t o r i s'analitzen rápidament. No convé esperar 
massa temps abans d'analitzar j a que s i l e s condicions no son 
d'humitat i temperatura baixes, podrien créixer f l o r i d u r e s i 
es podrien produir toxines. 

2.3.- PARÁMETRES NO MICROBIOLÓGICS ESTUDIATS DE LES MOSTRES 

2.3.1.- Humitat 

S'analitza e l contingut d'aigua de l e s mostres de cereals i 
pinsos segons l e s "Reglas Internacionales para ensayos de 
Semillas" del INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS Y PLANTAS DE 
VIVERO (1976) i l e s donades per PASCUAL ANDERSON (1992). 

Es pesen 100 g de mostra, i es t r i t u r a a c o n t i n u a d o . La 
mostra s'estén uniformement sobre l a s u p e r f i c i e d'una placa 
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P e t r i , fent-se dues repeticions. Es pesa e l r e c i p i e n t amb l a 
seva tapa abans i després d'haver-la omplert. A continuació es 
c o l . l o c a rápidament l a placa oberta en una estufa mantinguda 
a una temperatura de 132oc ± 2=0, durant 1 hora. Es tapa e l 
r e c i p i e n t un cop passat e l temps, i es c o l . loca en un 
dessecador durant 45 minuts perqué es r e f r e d i . Un cop fred es 
pesa e l r e c i p i e n t amb l a seva tapa i contingut. 

La quantitat d'aigua continguda a l e s mostres es c a l c u l a com 
un percentatge en pes, aplicant l a fórmula següent : 

100 
Humitat (%) = Ma - Mj X 

Ma -Mi 

essent : 

Mj. = pes en grams del r e c i p i e n t i l a seva tapa. 
Ma = pes en grams del r e c i p i e n t , tapa i contingut de l a 

mostra abans del secat. 
Mj = pes en grams del r e c i p i e n t , tapa i contingut de l a mostra 

després d e l secat. 

2 . 3 . 2 . - A c t i v i t a t aiaua fa.J 

S'analitza e l contingut en aigua I l i u r e i u t i l i t z a b l e pels 
microorganismes. 

Es t r i t u r a l a mostra de colza. Es c o l . l o c a en l a part i n f e r i o r 
d'una cápsula de plástic de 4 cm de diámetre. S ' a l l i s a l a 
s u p e r f i c i e . Es posa dins I ' a p a r e l l Novasina, préviament 
c a l i b r a t i mantingut a 25oc, i es determina l'a„. 
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2.3.3. - Puresa 

Es determina l a netedad de l a mostra a a n a l i t z a r , segons les 
"Reglas Internacionales para ensayos de Semillas" (INSTITUTO 
NACIONAL DE SEMILLAS Y PLANTAS DE VIVERO, 1976). 

Es pesen 100 g de mostra. Es separen e l s grans sencers deis 
grans trencats, polset, p a l l e s , pedrés, l l a v o r s de males herbes 
i a l t r e s l l a v o r s . Es pesen. 

E l r e s u l t a t s'expressa en percentatge de grans sencers : 

Puresa (%) = 100 - pes impureses 

2.3.4. - Presencia d'insectes, ácars o mitres Qrganismes 

S'indica l a presencia o abséncia, anotant e l s possibles danys 
o trencadures originades per aquests. 

2.4.- CONTAMINACIÓ DELS GRANS PER MICOTOXINES 

2.4.1.- Aflatosgjpgs 

a) Análisi per fluorescencia 

Es molen 10 g de mostra. S'examinen sota llum üV de 365 nm. La 
presencia de fluorescencia en alguna partícula i n d i c a l a 
contaminació per aflatoxines. 

En e l cas de mostres d'ordi c a l anar molt en compte , dones es 
pot confondre l a fluorescencia amb algún component d'aquest 
c e r e a l . 
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b) Análisi química segons e l Métode O f i c i a l Espanyol (B.O.E., 
1981). 

Adaptació del métode de GIMENO (1979) per a l a determinació 
d'aflatoxines en pinsos, cereals i subproductes, publicat en 
e l B.O.E. n" 246 de 14 de Octubre de 1981. 

1. Es pesen 30 g de mostra préviament molta i es posa en un 
f i a s c o Erlenmeyer de 250 mi ó en un vas de p r e c i p i t a t s . 

2. S 'afegeixen 90 mi d'acetonítril i 10 mi de c l o r u r potássic 
a l 4%. 

3. Es tapa i s'agita durant 30 minuts en un agitador recíproc. 

4. Es f i l t r a en f i l t r e de plecs sobre proveta de 100 mi. Una 
vegada f i l t r a t es pesen 50 mi d'aquest i es porten a un embut 
de decantado. 

5. S'afegeixen 50 mi d'isooctá, es tapa i s'agita durant 20 
segons. 

6. Es deixen separar l e s capes i s'elimina l a capa superior 
d'isooctá . Per aixó , es passa tota l a capa i n f e r i o r a l a 
proveta (no importa que passi un poc de l a capa superior) i 
s'elimina l a capa d'isooctá . L'extracte de l a probeta es torna 
a l'embut de decantado. 

7. Es repeteíx e l rentat amb isooctá (apartats 5 i 6) tr e s cops 
més. 

8. S'afegeixen 12,5 mi d'aigua d e s t i l . l a d a a l'extracte 
d ' a c e t o n i t r i l i s'agita. S'afegeixen 25 mi de cloroform i 
s'agita durant 20 segons. 
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9. Es deixen separar les capes. Es r e c u l l l a capa i n f e r i o r 
f i l t r a n t - l a a través d'un f i l t r e de plecs parcialment pie amb 
s u l f a t sódic anhidre i es r e c u l l e l f i l t r a t en un fi a s c o 
Erlenmeyer de 250 mi amb boca esmerilada. 

10. S'afegeix a l'embut de decantado, 1 mi d'ácid c l o r h l d r i c 
IN i es barreja. S'addicionen 20 mi de cloroform i s'agita 
durant 20 segons. Es deixen separar l e s capes i es r e c u l l l a 
capa i n f e r i o r f i l t r a n t - l a com en l'apartat 9 . E l s extractes 
f i l t r a t s es van reunint en 1 'Erlenmeyer de 250 mi. 

11. La capa aquosa es renta amb t r e s porcions successives de 
10 mi de cloroform, f i l t r a n t cada extracció (capa i n f e r i o r ) com 
s'ha d i t anteriorment i reunint-se t o t s e l s extractes 
clorofórmics. 

12. S'evapora f i n s a sequedat en evaporador r o t a t o r i 
(temperatura d e l bany 50-55 «C) i es r e d i s s o l amb cura en 1 mi 
de cloroform. 

13 . Es passa 1'extracte a un v i a l apropiat per a procedir a l a 
cromatografía de capa f i n a . 

Cromatografía en capa f i n a 

14. Es disposará de plaques de sílicagel 60 de 0 ,25 mm de 
gruix, sense indicador de fluorescencia, préviament activados 
a l i o o c durant 30 minuts i refredados ( s i no s'han de f e r 
s e r v i r immediatament, es guarden en dessecador). Es poden f e r 
s e r v i r cromatofolis de s i l i c a g e l 60 de 10 x 20 cm a c t i v a t s de 
l a mateixa manera. 

15 . Es disposará d'un v i a l amb solució patró d'aflatoxina Bi 
(aproxímadament 0 ,5 ng/ml en cloroform). 
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16. Sobre una línia imaginaria situada a 2,5 cm del cantó 
i n f e r i o r de l a placa, s'efectúa, amb l a microxeringa Hamilton, 
4 deposicions d' 1 , 5, 10 i 20 /ul d'extracte problema. 

17. Després de netejar l a xeringa amb 5 descárregues de 
cloroform, efectuar 4 deposicions d' 1, 3, 5 i 10 / i l de solució 
patró d'aflatoxina Bi (0,5 pg/ml). A mes de deposar 5 ¡il de 
patró d'aflatoxina B^ sobre una de l e s deposicions de 5 ¡ÁI de 
1'extracte problema (servirá com a patró intern a efectes 
d'identificació). 

18. Col.locar l a placa en posició v e r t i c a l dins d'una cubeta 
amb 100 mi de cloroform:acetona (88+12 ó 90+10 v/v). Deixar que 
es desenvolupi f i n s que hagi recorregut aproximadament 11 cm. 

19. Treure l a placa i dei x a r - l a assecar durant uns minuts en 
l a foscor. Observar l a placa sota llum UV a 365 nm. 
L'aflatoxina B^ apareixerá com una taca fluorescent de color 
blau. La i d e n t i f icació de l ' a f l a t o x i n a s'efectuará per i g u a l t a t 
en e l recorregut (Rf) enfront e l patró de l a mateixa. La 
deposició de patró intern ajudará en l a identificació. 

20. Observant l a i n t e n s i t a t de l a fluorescencia blava, anotar 
l a relació de s i m i l i t u d s existents entre les fluorescéncies de 
le s deposicions de 1'extracte problema i l e s del patró 
d'aflatoxina B^. Quan l a contaminació s i g u i molt severa, será 
necessari d i l u i r convenientment 1'extracte problema i r e p e t i r 
l a cromatografía. 

21. La i d e n t i t a t de l ' a f l a t o x i n a Bj. es pot confirmar 
polvoritzant l a placa amb ácid sulfúric a l 25% en aigua, sota 
v i t r i n a de gasos, i s'observa l a placa a l a llum UV de 365 nm. 
L'aflatoxina Bi apareixerá amb una taca fluorescent de c o l o r 
groe. 
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2.4.2.- Toxines produides peí genere Alternaria-, ácid 
t e n u a z o n i c ( T A ) , a l t e r n a r i o l (AOH), a l t e r n a r i o l metil éter 
JAME) , altertoxina-I (ATX-I) i altertpxina-IX (ATK-XI) 

a) Análisi qpíinica de l e s mostres de colza (VISCONTI i co i s . , 
1986). 

* Metodología 

1. S'agafen 50 g de mostra, S'afegeixen 75 mi de metanol. Es 
t r i t u r a . Es f i l t r a amb embut Buchner sota bomba de b u i t . 

2. Del f i l t r a t s'agafen 40 mi ( s i no n'hi ha prou , s'afegeix 
metanol). Es barregen amb 80 mi de (NH«)2S0« a l 20 %. Es f i l t r a 
sobre embut. 

3. Se'n re c u l l e n 90 mi i es col,loquen en un embut de 
decantado. S'afegeixen 30 mi d'hexá. S'agita. Es recupera l a 
fase i n f e r i o r , que és l a que no conté hexá. 

4. Es fan tre s extraccions amb 10 mi de diclormetá. 

5. Es barregen e l s extractes i s'evaporen f i n s a.sequedat en 
1'evaporador r o t a t o r i , amb e l bany a 40oc. 

6. Es r e d i s s o l amb diclormetá i es torna a evaporar f i n s a 
sequedat. 

7. Es r e d i s s o l amb 1 mi de metanol. Es f a cromatografía de capa 
f i n a . És en aquest extracte on es troben l e s toxines AME, AOH, 
ANE, ATX-I i ATX-II. 

8. La solució aquosa re s u l t a n t de 1'extracció del punt 4, 
s'ajusta a pH 2 amb 1 mi de HCl a l 37 %. 
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9. Es fan dues extraccions amb 50 mi de diclormetá. La fase 
aquosa s'elimina. 

10. Es barregen les dues fraccions de diclormetá en un embut 
de decantado. S'afegeixen 30 mi de NaHCO, a l 5 %. S'agita 
durant 1 minut. 

H . Es recupera l a fase superior, que és l a que no conté 
diclormetá. S'afegeixen, amb molta cura, 20 mi de HCl IN per 
ajustar e l pH a 2 . 

12. Es fan dues extraccions de l a solució acida obtinguda amb 
30 mi de diclormetá. S'elimina l a fase aquosa. 

13. Les fraccions es posen en un embut de decantado. 
S'afegeixen 25 mi d'aigua d e s t i l . l a d a . S'elimina l a fase 
aquosa, que és l a fase superior. 

14. La fracció recuperada s'evapora f i n s a sequedat. Es 
r e d i s s o l amb metanol i es torna a evaporar f i n s a sequedat. 

15. L'extracte f i n a l es r e d i s s o l amb 2 mi de metanol i se'n fa 
una cromatografía de capa f i n a . És en aquest extracte on 
apareix l a toxina TA. 

Cromatografía de capa f i n a 

16. Es disposará de plaques de s i l i c a g e l de dues dimensions i 
amb indicador de fluorescencia. 

17. Es disposará d'un v i a l per a cada solució patró de l e s 
diverses toxines. 

18. Sobre una línia imaginaria situada a 2,5 cm d e l cantó 
i n f e r i o r de l a placa, s'aplicaran 50 ¡ÁI de 1'extracte problema 
amb una microxeringa Hamilton. 
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19. S'aplicaran e l s patrons a rao d ' l ¡j,! de TA, 0,5 ¡xl d'AOH, 
2 / i l d'AME, 5 Mi d'ATX-I i 1 /i d'ATX-II. 

20. Col.locar l a placa en posició v e r t i c a l dins d'una cubeta 
amb 100 mi de tolué:acetat d'etil:ácid fórmic a l 90% [TEF] 

(60+30+10) per a l'análisi de TA, i 100 mi de cloroform:acetona 
(88+12) per a l a resta de toxines. Deixar que es desenvolupi 
f i n s que quedin uns 15 mm per a r r i b a r a l f i n a l de l a placa. 

21. Treure l a placa i de i x a r - l a assecar uns minuts. Observar 
l a placa sota llum UV a 365 nm o a 254 nm. AME i AOH sota llum 
uv a 365 nm apareixen unes taques flúorescents de co l o r blau; 
ATX-I i ATX-II apareixen unes taques fluorescents groc-taronja 
i taronja, respectivament. S i s'observen a 254 nm, TA, AME i 
AOH apareixen com a taques fluorescents apagades. 

22. La identificació de les toxines s'efectuará per i g u a l t a t 
en e l recorregut (Rf) en front a l patró de l a mateixa. 

2.5.- INFECCIÓ FÚNGICA 

2.5.1.- Infecció,„füngica,de.., les l l a v o r ? 

* C u l t i u (PITT i HOCHING, 1985) 

Es preparen 10 plaques amb medi PDA . 

S'agafen 50 grans de l a mostra a l ' a t z a r , es desinfecten 
superf icialraent amb una solució d ' h i p o c l o r i t sódic a l 2% durant 
2 minuts, i es fan dos rentats successius amb aigua d e s t i l . l a d a 
i una gota de tween 80 estéril (0,03 g/1). 

Es col.loquen asépticament 5 grans per placa, préviament 
desinfectats. 
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Les plaques sembrades s'incuben a 28oC durant 5 dies. 

* Lectura 

E l grau d'infecció d'una mostra es determina peí percentatge 
de grans que presenten creixement fúngic. E l percentatge de 
cada una de l e s f l o r i d u r e s , és l a proporció entre e l nombre 
de grans que presenten e l seu creixement i e l nombre t o t a l 
d ' e l l s (sembrats a l e s plaques). 

2.5.2.- Recopptes mjcológics t o t a l s 

* C u l t i u 

Es pesen 20 g de mostra de pinso. Es col.loquen en un f i a s c o 
Erlenmeyer de 500 mi amb 180 mi d'aigua d e s t i l . l a d a i tween 
80 estéril i es teñen en a g i t a d o durant 30 minuts en un 
agitador recíproc a 92 rpm . 

A p a r t i r de l a " s e r i e de d i l u c i o n s decimals" i per duplicat, 
es d i p o s i t a 1 mi de cada dilució en a l t r e s tantes plaques de 
P e t r i estérils. Posteriorment s'hi afegeixen 15 mi de medi PDA, 
previament l i q u a t i atemperat a 47°c. Es barreja perfecta i 
suaument, medi i inócul sobre l a taula de t r e b a l l . Es deixa 
s o l i d i f i c a r l'agar de l e s plaques sobre una s u p e r f i c i e 
h o r i t z o n t a l , a temperatura ambiental. Un cop és sólid, 
s'incuben aqüestes plaques en posició in v e r t i d a a 28oc durant 
5 dies, encara que es fan lectures a i s 3 dies. 

* Lectura 

Per f e r e l recompte de f l o r i d u r e s es seleccionen l e s plaques 
que presentin un nombre d'unitats formadores de colónies 
(u.f.c.) compres entre o i 50. Es compten e l nombre d'u.f.c. 
de l e s dues plaques de l a dilució e s c o l l i d a , i se'n f a l a 
mitjana. 
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11 nombre t o t a l de f l o r i d u r e s (u.f.c.) per gram de mostra, 
s'obté m u l t i p l i c a n t l a mitjana obtinguda a les plaques de 
recompte peí factor de dilució d'aquestes. 

2.6.- SOQUES DEL GENERE FUSARIUM 

2.6.1.- Classificacjó 

a) Hedis de c u l t i u 

* PDA 

Medi general per determinar e l genere, per f e r microcultius i 
per conservar l e s soques. 

* Fariña de civada agar (Oatmeal agari OA) 

Medi específic per a l genere Fusarium (BOOTH, 1977). 

Composició : f l o c s de civada 30 g , agar 20 g , aigua 
d e s t i l . l a d a 1000 mi. 

Es fan b u l l i r e l s f l o c s de civada en 1'aigua durant una hora. 
Es f i l t r a mitjan<?ant una mussolina. S'afegeix a l f i l t r a t aigua 
d e s t i l . l a d a f i n s a 1 l i t r e . S'ajusta e l pH a 5,5. s'afegeix 
l'agar, s ' e s t e r i l i t z a i es reparteix en plaques. Es sembra l a 
f l o r i d u r a en t r e s punts, s'incuba de 3 - 5 dies a 28oc i 
després es té uns 10 dies mes a temperatura ambient i llum. 

Aquest medi permet c l a s s i f i c a r segons l a pigmentado que h i 
agafen l e s f l o r i d u r e s , tant en l a part s u p e r f i c i a l com a l 
revers. Aqüestes dades caldrá complementar-les amb l e s 
observacions microscópiques . 
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* Medi de clavel1 (FISHER i c o i s . , 1982) 

Composició : f u l l e s de c l a v e l l ; agar 18 g; aigua d e s t i l . l a d a 
1000 mi. 

Les f u l l e s de c l a v e l l s ' e s t e r i l i t z e n amb gas propá. 

Es barreja i fundeix l'agar i 1'aigua. S'ajusta a pH 5,5 , i 
s ' e s t e r i l i t z a . Es reparteix en plaques. Es col.loquen 
aproximadament unes tres f u l l e s de c l a v e l l asépticament sobre 
e l medi de c u l t i u . 

Per sembrar es f a a l costat o a sobre l e s f u l l e t e s . Es teñen 
de 2-3 dies incubados a 28oc i després uns 14 dies a 
temperatura ambient i llum. 

* Medi Czapek modificat (CLEAR i PATRICK, 1992) 

Aquest medi serveix per a d i f e r e n c i a r Fusarium moniliforme, 

F.proliferatum i F.subglutinans. 

Composició: sacarosa 200 g; NaNOj 3 g; KCl 0,5 g; K2HPO4 1 g; 
MgSOí.yHjO 0,5 g? F e S 0 « . 7 H 2 0 0,01 g; agar 18 g; aigua 
d e s t i l . l a d a 800 ral. 

Es prepara com l'agar Czapek i s'ajusta a pH 4,4. 

b) A l t r e s t i p u s de c u l t i u 

* M j c r o c u l t j ^ 

En una placa de P e t r i es c o l . l o c a paper de f i l t r e i una vareta 
de v i d r e en forma de t r i a n g l e . A sobre l a vareta es posa un 
portaobjectes. S ' e s t e r i l i t z e n aqüestes plaques embolicades en 
paper k r a f t a 1'estufa a I8O0C durant 2 hores. 
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Es preparan plaques amb medi PDA, amb un 2% d'agar. 
S ' e s t e r i l i t z e n tubs d'assaig amb aigua d e s t i l . l a d a . 

Amb un bisturí estéril es t a l l a un cub del medi PDA d ' l cm* i 
es c o l . l o c a en e l centre del portaobjectes estéril. 

S'inocula pels quatre costats i es tapa amb un cobreobjectes 
estéril'. S'afegeix un poc d'aigua estéril sobre e l paper de 
f i l t r e per donar humitat ambiental. 

S'incuba a 28oC durant 1 - 2 dies. Després es deixa a 
temperatura ambient i llum durant uns 7 - 1 0 dies més. En e l 
cas d'altres f l o r i d u r e s no es seguiría aquest segon pas, sino 
que es deix a r i a aproxímadament una setmana a 28oc i després ja 
es podría observar a l microscopí. 

La f l o r i d u r a es desenvolupa per fora del bloc de medi i envaeix 
ambdues s u p e r f i c i e s de v i d r e . 

Un cop aconseguit e l creixement d e s i t j a t , es separa amb molta 
cura e l cobreobjectes del bloc de medi i es posa amb l a cara 
de c u l t i u mirant a v a l l , sobre un portaobjectes amb una gota 
d'aigua o amb l a c t o f e n o l , i j a es pot observar a l microscopí. 
També es pot f e r e l mateix amb e l portaobjectes, d'on es treurá 
amb precaució e l bloc de medí i quedará una segona preparació 
per observar. 

2.6.2.- A c t i v i t a t s enzimátiques 

Amb e l terme de producció d'enzíms s'entén l a capacitat de l a 
f l o r i d u r a per a s i n t e t i t z a r enzims i l l u r a c t i v i t a t en e l medi 
després d'ésser produits. 

Tots e l s t e s t s , s i no s'indica e l c e n t r a r i , es fan en plaques 
de P e t r i de 10 cm de diámetre, sembrados en 3 punts 
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equidistants a p a r t i r d'una suspensió d'esporas en aigua 
d e s t i l . l a d a i tween 80, provinents de c u l t i u s crescuts durant 
5 dies en medi PDA. 

Les plaques s'incuben a 28oC durant un període de 4 a 9 dies 
segons el s casos. 

Després es determina 1 ' a c t i v i t a t enzimática, i es pren l a 
mitjana de les tres repeticions que se'n fan. 

Tots e l s medis contenen s u f i c i e n t substrat, a mes del que es 
vol t e s t a r , per a donar un bon creixement de l a f l o r i d u r a . 

a) A c t i v i t a t a m i l o l i t i c a 

La capacitat per a degradar e l mido s ' u t i l i t z a com a c r i t e r i 
per a l a determinació de l a capacitat de produir enzims 
amilolítics. 

* Medi : peptona 10 g; NaCl 5 g; extracte de carn 30 g; mido 
soluble 2 g; agar 20 g; aigua d e s t i l . l a d a 1000 mi. 

Es dissolen e l s ingredients en aigua i s'ajusta l a reacció a 
pH 6. S ' e s t e r i l i t z a i es reparteix en plaques. 

S'inocula l a f l o r i d u r a en 3 punts i s'incuba durant 4 dies. 

* Lectura : 1 ' a c t i v i t a t a m i l o l i t i c a es detecta per l a presencia 
a l voltant de l e s colónies d'halus groes quan s'inunda l a placa 
amb e l r e a c t i u de lugol (iode l g; iodur potasio 2 g; aigua 
d e s t i l . l a d a 300 mi, que es prepara de l a forma següent: En una 
p e t i t a quantitat d'aigua d e s t i l . l a d a es d i s s o l 1'iodur potasio. 
A continuado s'afegeix e l iode, préviament p o l v o r i t z a t en un 
morter. Finalment s'agrega l a quantitat d'aigua d e s t i l . l a d a 
r e s t a n t . ) . 
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Es mesura e l diámetre de l'halo i e l de l a colonia. E l quocient 
entre ambdós dona e l valor de l a seva a c t i v i t a t (HANKING i 
ANAGNOSTAKIS, 1975). La reacció és immediata. 

b) A c t i v i t a t cel.lulolítica 

S'empra e l paper Whatman n= 1 com a substrat per a l a producció 
d'enzims c e l . l u l o l i t i c s . 

* Medis : 
- Paper Whatman n« 1 de 7 cm de diámetre 
- Solució n u t r i t i v a : (NHJaSO« 0,5 g; KH^PO» 1 g; KCl 0,5 

g; extracte de l l e v a t 0,5 g; asparagina 0,5 g; C a C l 2 . 2 H 2 0 

o,1 g; MgSO^.7H2O 0,2 g; aigua d e s t i l . l a d a 1000 mi . Ajustat 
a pH 5,5. 

- Agar glucosa : glucosa 60 g; K N O 3 2 g,* MgSO«.7H2O 0,5 g; 
KH2PO4 1 g; Bacto agar 20 g; aigua d e s t i l . l a d a 1000 mi . 
Ajustar a pH 5,5. 

* Métode : 
S ' e s t e r i l i t z a e l paper de f i l t r e en paquets de 5 en 5. 

Es col.loquen 5 unitats de paper per placa P e t r i estéril. 
S'hi t i r e n 10 mi de l a solució n u t r i t i v a . Es c o l . l o c a a sobre 
2 di s c s de 6 mm de l a f l o r i d u r a crescuda, agafats de l a zona 
marginal. Es segellen les plaques amb parafilm . 

S'incuben a 28oc durant 25 dies i a l a foscor. 

* Lectura : e l paper es l i o f i l i t z a (1 d i a dins e l 
l i o f i l i t z a d o r ) . Es determina l a pérdua de pes respecte a i s 
Controls. 

Presenta un problema j a que no es té en compte l a d i f e r e n c i a 
de creixement fúngic. La pérdua de pes representa tan s o i s una 
porció de l a c e l . l u l o s a consumida en l a respiració per l a 
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f l o r i d u r a , sense incloure e l que s'ha convertit en substancies 
fúngiques (MALIK i cois. , 1980). 

c) A c t i v i t a t desoxirribonucleásica 

Es detecta per l a producció d'enzims capagos de degradar l'ácid 
desoxirribonucléic. 

* Medi : Difco DMsa agar 39 g; aigua d e s t i l . l a d a 1000 mi. 
Ajustat a pH 6. 

Es d i s s o l en aigua escalfant f i n s a l'ebullició. Es d i s t r i b u i e x 
en matrassos i s ' e s t e r i l i t z a a l'autoclau. Es reparteix e l medi 
estéril en plaques, a rao de 15 mi i es deixa refredar. 

Es sembra l a f l o r i d u r a i s'incuba durant 4 dies. 

* Lectura : l a degradado de l'ácid desoxiribonucléic és 
p o s i t i v a quan s'observen a l'entorn de l e s colónies zones 
transparents en contrast amb e l medi opac, a 1'inundar l a placa 
amb una solució de HCl IN (HANKIN i ANAGNOSTAKIS, 1975). Cal 
esperar una mitja hora per a veure e l s r e s u l t a t s . 

d) A c t i v i t a t l i p o l l t i c a 

S ' u t i l i t z a e l tween 20 (sorbitan monolaurat) com a substrat 
l i p i d i e . 

* Medi : medi basal = peptona 10 g; NaCl 5 g? C a C l 2 . 2 H 2 0 0,1 g; 
agar 18 g; aigua d e s t i l . l a d a 1000 mi. 

Es dissolen e l s ingredients en aigua i s'a justa e l pH a 6. S'hi 
posa l'agar i es reparteix en matrassos, e s t e r i l i t z a n t - s e a 
l'autoclau. E l tween 20 s ' e s t e r i l i t z a a l'autoclau per separat. 
S'afegeix després, quan e l medi está a uns 45oc, a rao d ' l mi 
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per cada 100 mi de medi basal. S'homogeneitza i es reparteix 
en plaques (SIERRA, 1975). 

Es sembra l a f l o r i d u r a i s'incuba durant 7 dies. 

* Lectura : 1 ' a c t i v i t a t lipolítica es detecta per l a presencia 
ais voltants de l a colonia d'un p r e c i p i t a t v i s i b l e , degut a l a 
formació de c r i s t a l l s de l a s a l c a l c i c a de l'ácid láuric, o 
d'una zona c l a r a deguda a l a completa degradació de l a s a l de 
l'ácid gras. Es mesura e l diámetre de l'halo i e l de l a 
colonia; e l quocient entre ambdós dona e l valor de l a seva 
a c t i v i t a t . (HANKIN i ANAGNOSTAKIS, 1975). 

e) A c t i v i t a t p e c t i n o l l t i c a 

Es f a s e r v i r l a pectina com a substrat per a l a producció 
d'enzims p e c t i n o l i t i c s . E l medi que s'emprará será a pH 7 per 
t a l de detectar l a producció de transaminasa péctica, 
interessant j a que mitjan^ant aquest enzim l a f l o r i d u r a pot 
degradar ó f e r malbé l e s cobertures de l e s l l a v o r s . 

* Medi : solució de s a i s minerals 500 mi [(NH«)2S0« 2 g; KH2PO4 

4 g; NajHPO^ 6 g; FeS04.7HaO 0 ,2 g; CaClj 1 mg; H3BO3 10 íig; MnSO^ 
10 pg; ZnSO* 70 pg; CuSO* 50 pg; M0O3 10 /ig ]; extracte de 
l l e v a t 1 g; pectina 5 g; agar 15 g; aigua d e s t i l . l a d a 500 mi. 

Es di s s o l e n e l s ingredients, excepte e l s fosfats,en part de 
l'aigua i s'ajusta e l pH a 7 . S'hi afegeix l'agar i es 
reparteix en matrassos i s ' e s t e r i l i t z a a l'autoclau. E l s 
f o s f a t s es diss o l e n en l a part restant d'aigua, s'ajusta e l pH 
i s ' e s t e r i l i t z a a l'autoclau. Quan l a temperatura és de 45oC 
es barregen e l s f o s f a t s amb e l medi, i es reparteix en plaques. 

Es sembra l a f l o r i d u r a i s'incuba durant 4 d i e s . 

* Lectura : 1 ' a c t i v i t a t p e c t i n o l l t i c a és p o s i t i v a quan 
s'observen a l'entorn de l e s colonies zones transparents en 
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contrast amb e l medi opac, a 1'inundar l a placa amb una solució 
de HCl 7N (HANKING i ANAGNOSTAKIS, 1975) . La reacció és 
bastant rápida (en cas de no veure's c i a r , esperar una mitja 
hora). 

f) A c t i v i t a t p r o t e o l i t i c a 

S'empra l a gelatina com a substrat proteic per a l a producció 
d'enzims proteolítics. 

* Medi : gelatina 200 g; peptona 10 g; NaCl 5 g; aigua 
d e s t i l . l a d a 1000 mi. 

Es dissolen e l s ingredients en aigua escalfant f i n s a 
l'ebullició i s'ajusta l a reacció del medi a un pH de 6,8. Es 
d i s t r i b u e i x en tubs i s ' e s t e r i l i t z a a l'autoclau. 

S'inocula l a f l o r i d u r a amb una pipeta estéril (préviament s'ha 
f e t una suspensió d'espores en aigua i tween estéril) i 
s'incuba durant 9 dies. 

* Lectura : e l s c u l t i u s s'introdueixen en un vas de p r e c i p i t a t s 
amb g e l per t a l de s o l i d i f i c a r - l o s . Posteriorment s' inverteixen 
i es mesura 1'aleada de l a zona líquida , que representa e l 
grau d ' a c t i v i t a t p r o t e o l i t i c a (DAS i c o i s . , 1979). 

g) A c t i v i t a t xireásica 

* Medí : urea (solució de 0,5 g/ml) 20 mi; Dífco agar recompte 
en placa 23,5 g; aigua d e s t i l . l a d a 1000 mi. 

La solució d'urea s ' e s t e r i l t z a a través d'un f i l t r e de membrana 
( M i l l i p o r e ) . L ' a l t r e ingredient es d i s s o l en l'aigua, s'ajusta 
a pH 6 i s ' e s t e r i l i t z a a l'autoclau. Quan ambdós components 
están a uns 45oc, s'afegeix l a solució d'urea a l medi basal. 
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Rápidament es reparteix en plaques. 

Es sembra l a f l o r i d u r a i s'incuba durant 7 dies. 

* Lectura : l a producció d'ureasa es detecta quan s'addiciona 
a l a placa incubada un medi de lectura (tampó f o s f a t a t O.OIM 
100 mi; urea l g; agar 1,5 g; blau de bromotimol a 1'1% 0,5 
mi). Es d i s s o l l'agar en e l tampó f o s f a t a t , S'ajusta a pH 6. 
S'escalfa i quan está a 45oC, s'afegeix l a urea, per e v i t a r l a 
hidrólisi. Després s'hi afegeix e l blau de bromotimol. 

E l c o l o r ha de ser groc-taronja. S i és verd c a l ajustar-ho amb 
HCl O.IN f i n s que agafi l a t o n a l i t a t groc-taronja. 

Les colónies capaces de produir ureasa v i r e n e l c o l o r de l a 
capa superior a blau (HANKIN i ANAGNOSTAKIS, 1975). Segons e l 
temps de vir a t g e es q u a l i f i c a l a seva a c t i v i t a t ; 

30 min +++ 
1 h ...... ++ 
1-2 h + 
2 h -

h) Assajos API-ZYH 

* Reactius: 
- ZYM A : tri-hidroxi-metil-amino-metá 250 g; HCL a l 37% 110 

mi; s u l f a t de l a u r i l 100 g; aigua d e s t i l , l a d a 1000 mi, 
- ZYM B: " f a s t blue" BB 3,5 g; 2-metoxi-etanol 1000 mi, 

* Métode,; 
Es prepara una suspensió d'esperes ( aproximadament 2 x 10* 
esperes ml~^), a p a r t i r de l a f l o r i d u r a crescuda durant 5 dies 
en medi PDA i mesurada en una cambra Thoma. 

Es reparteixen aproximadament 5 mi d'aigua de l ' a i x e t a en e l s 
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alvéols de l a caixa, per aconseguir e l grau d'humitat 
necessari. 

Es treu una t i r a del paquet i es c o l . l o c a en l a caixa de 
plástic, que és d'un s o l ús. 

Es reparteix amb l a pipeta Pasteur l a suspensió d'espores, 
posant-hi unes dues gotes a cada cúpula, e l que es considera 
que son aproximadament 65 / i l . 

Es tanca l a caixa i s'incuba a 37oC durant 4-6 hores. 

* Lectura; 

S'afegeix 1 gota del r e a c t i u ZYM A i una a l t r a d e l r e a c t i u ZYM 
B a cada cúpula. Es deixen passar 5 minuts abans de l l e g i r l e s 
reaccions. Es aconsellable una exposició prolongada de l a 
galería a l a llum solar per t a l d'eliminar e l fons groe de les 
cúpules, produit peí colorant blau BB, que pot emmascarar algún 
r e s u l t a t . 

Es fa l a lectura i s'anoten e l s resulatats de O a 5 sobre l a 
f i t x a corresponent (veure Taula 7). La nota O correspon a una 
reacció negativa, l a nota 5 a una reacció d ' i n t e n s i t a t máxima, 
le s reaccions intermitges s'anoten amb e l s valors 1, 2, 3 i 4 
segons l a seva i n t e n s i t a t , en base a una escala de v a l o r s . 

E l nombre aproximat de nanomols a l l i b e r a t s per 1 ' a c t i v i t a t 
enzimática es pot deduir de l a i n t e n s i t a t de l e s reaccions 
obtingudes. E l valor 1 correspon a l'alliberament de 5 nm, e l 
2 a 10 nm, e l 3 a 20 nm, e l 4 a 30 nm i e l 5 a 40 o més nm. Les 
coloracions permaneixen estables durant váries hores, pero 
després de 24 hores poden aparéixer coloracions estranyes. 
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2 . 7 . - TOXIGENICITAT FÚNGICA 

2 . 7.1.- Aspergillus flavus 

a) Capacitat potencial de produir Aflatoxina 

* Medi : medi de coco agar (CAM) [sacarosa 30 g; (NH4)H2p04 10 
g; K2HPO4 1 g; MgS04.7H20 0,5 g; KCl 0,5 g; FeS04 .7H20 0,01 g; 
HgCla 0,135 g; l l e t de coco 100 mi (es prepara homogeneitzant 
en una batedora una part de carn de coco t r o s s e j a t en dues 
parts d'aigua d e s t i l . l a d a calenta. A continuació es f i l t r a a 
través de dues capes de gasa estéril i s'emmagatzema en 
congelado f i n s a l'hora d ' u t i l i t z a r - s e ) , aigua d e s t i l . l a d a 
900 mi? agar 18 g]. 

Es dissolen e l s ingredients en l'aigua , a excepció del f o s f a t 
que es d i s s o l per separat. S'ajusta e l pH d'ambdós a 5,5. 
S'afegeix l'agar i s ' e s t e r i l t z a a l'autoclau. Quan están a 45oC 
s'hi afegeix e l f o s f a t e s t e r i l z a t i després es reparteix en 
plaques P e t r i que han de ser de vidre, ja que l a fluorescencia 
no es pot detectar en plaques de plástic. 

Les soques d'Aspergilius flavus a i l l a d e s es sembren en un punt 
c e n t r a l de l e s plaques. S'incuben a 28oc durant 7-10 d i e s . 

* Lectura : Les plaques s'observen sota llum UV de 366 nm. La 
presencia de fluorescencia blavosa que rodeja l a colonia 
presumeix que aquesta soca és potencialment productora 
d'aflatoxina. La i n t e n s i t a t de l a fluorescencia es determina 
subjectivament. 



2.7.2.- Aspergillus sp. i P e n i c i l l i u m sp. 
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a) Test d'espectre microbiá 

Degut a l a capacitat de produir micotoxines que teñen les 
especies d'aquest genere i peí f e t que generalment aqüestes son 
actives contra alguns microorganismes, es fa un t e s t d'espectre 
antimicrobiá. 

* Medis : medi Wickerham i medi PCA 

* Métode: 
Amb l a nansa carregada d'una suspensió d'espores de l a 
f l o r i d u r a a a n a l i t z a r , es sembra una línia en un costat de l a 
placa amb medi Wickerham i l a incubem a 28oc durant 4 dies. 

E l s microorganismes es sembren en medi PC a 37oc durant 24 
hores. 

Es f a una suspensió de microorganismes en tubs amb aigua i 
tween 80. Els microorganismes es sembren en angle recte amb 
l a colonia de l a f l o r i d u r a i t o t seguit s'incuba a 31-37oc 
durant 24 hores. 

* Lectura : Passades l e s 24 hores d'incubació , s'anoten l e s 
zones d'inhibició produides per l a f l o r i d u r a en f r o n t deis 
microorganismes esmentats. Es q u a l i f i c a 1 ' a c t i v i t a t segons l e s 
in h i b i c i o n s següents : 

i n h i b i d o t o t a l ++++ 
2-3 cm +++ 
1-2 cm ++ 

1 cm + 
O cm 



100 

2.7.3.- Fusarium 

a) Producció de 25earalenona 

* Medis; 
Medi Wickerham : líquid , peí que no s'afegeix agar a l medi. 
Ajustat a pH 5,5. 

Flascons Irlenmeyers de 250 g en e l s que h i posarem 10 g de 
vermiculita. S ' e s t e r i l i t z e n a l'autoclau a 12loc durant 1 hora. 

* Métode; 

1. Es posen 35 ral del medi Wickerham en e l s flascons 
Erlenmeyers amb vermiculita. S'afegeix 2 mi d'una suspensió de 
f l o r i d u r e s , procedents d'un c u l t i u en medi PDA de 7 dies 
d'incubació. 

2. S'incuba a 28oc durant 28 dies, per t a l d'estimular l a 
producció de toxines. També es podría f e r : 15 dies a 25oC, 13 
dies a 10-12OC i e l s dies següents deixar-ho a temperatura 
ambient. S i es v o l q u a n t i f i c a r c a l d r i a veure quin métode és e l 
més e f i c i e n t . 

3. Es l i o f i l i t z e n e l s c u l t i u s durant 2 dies en un 
l i o f i l i t z a d o r . 

4. Es f a 1'extracció : 
1* 100 mi metanol d e s t i l . l a t durant 24 hores 
2* 75 mi metanol d e s t i l . l a t durant 24 hores 

5. Es barregen e l s extractes. 

6. S'evapora amb un evaporador r o t a t o r i f i n s a sequedat. Es 
r e d i s s o l amb 2 mi de diclormetá. 



cromatografía de capa f i n a (SCOTT i c o l . , 1978) 
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7. L a cromatografía de capa f i n a es f a s o b r e p l a q u e s de sílica 
g e l sense i n d i c a d o r de f l u o r e s c e n c i a . S'empren com a 
d i s s o l v e n t s c l o r o f o r m o : m e t a n o l (93+7, v / v ) , a l a p r i m e r a p r o v a 
i c l o r o f o r m : a c e t o n a (90+10) p e r a l a p r o v a c o n f i r m a t i v a . 
Es d i p o s i t e n 10 j i l de cada m o s t r a , i d e i s p a t r o n s 10 / t i d e l de 
z e a r a l e n o n a i 20 /íl d e i s d' a - z e a r a l e n o n a i B - z e a r a l e n o n a , t o t s 
t r e s d i l u i t s en m e t a n o l . 

8. Es d e i x a r a s s e c a r l a p l a c a a l ' a i r e d u r a n t 5 m i n u t s . Es 
p o l v o r i t z a l a p l a c a amb una solució de " f a s t v i o l e t " B ( s a l de 
d i a z o n i ) a l 0,7%, f i n s que es v e g i m o l l a . 

9. Es t o r n a a p o l v o r i t z a r amb una solució a m o r t i g u a d o r a (NaaSp, 
0,025 M ,50 m i ; HCl 0,1 M ,4,6 mi) a pH 9. 

* L e c t u r a : 
10. S ' a s s e c a l a p l a c a a l ' a i r e uns 5 m i n u t s . Es poden o b s e r v a r 
unes t a q u e s r o s e s típiques de l a z e a r a l e n o n a . 

11. P e r a c o n f i r m a r - h o , es t o r n a a p o l v o r i t z a r l a p l a c a amb 
H2SO4 a l 50% i e s posa d u r a n t 5 m i n u t s a 120oc, L e s t a q u e s de 
z e a r a l e n o n a a p a r e i x e n de c o l o r m a l v a . 

b) Producció de T r i c o t e c e n s 

S'han d e t e r m i n a t t r i c o t e c e n s d e l t i p u s A: t o x i n a T-2, t o x i n a 
HT-2, n e o s o l a n i o l (NEO) i d i a c e t o x i e s c i r p e n o l (DAS); i també 
t r i c o t e c e n s d e l t i p u s B: d e o x i n i v a l e n o l (DON), 15-
a c e t i l d e o x i n i v a l e n o l (15 AcDON), f u s a r e n o n X i n i v a l e n o l ( N I V ) . 

* M e d i : 
E l m a t e i x que p e r a l a producció de z e a r a l e n o n a . 
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* Métode; 
E l mateix que per l a producció de zearalenona , excepte l a 
cromatografía de capa f i n a . 

Cromatoqrafia de capa f i n a (TAKITANI i c o i s . , 1979) 

7. En plaques de s i l i c a gel sense indicador de fluorescencia. 
Dissolvents cloroform:metanol (9+1) per a l a primera prova, i 
cloroform:acetona (3+2) per a l a prova confirmativa. 
Es dipositen 10 / i l de cada mostra ( d i s s o l t a en diclormetá) i 
2 / i l de cada patró ( d i s s o l t s en cloroform). Primer es fan 
plaques amb e l s patrons de tricotecens del tipus B i les 
mostres a a n a l i t z a r . Les que s u r t i n positivos i l e s dubtoses 
s e ' l s torna a f e r una cromatografía juntament amb e l s patrons 
de tricotecens del tipus A. 

8. Es deixa assecar a l ' a i r e . Es p o l v o r i t z a r amb NBP [4-(p-
n i t r o b e n z i l ) p i r i d i n a , cloroform:tetraclorur de carboni (2+3)] 
a l ' l %. Com que e l producte és molt volátil c a l a p l i c a r 
l ' e s p r a i molt a prop (quasi tocant) de l a placa , ja que s i no 
es v o l a t i l i t z a i no s'impregna i per tant no h i ha reacció. 

9. Després de l'evaporació del solvent, es deixa l a placa 30 
minuts a 150oc i després es refreda a temperatura ambient. 

10. Es p o l v o r i t z a l a placa amb TEPA [tetra-etilen-pentamina, 
cloroform:tetraclorur de carboni (2+3) ] a l 10% . 

* Lectura : 
La presencia de tricotecens es pot observar per 1'aparició 
d'unes taques blaves, amb e l mateix temps de retenció que e l s 
patrons emprats. 

Cromatografía en HPLC 

11. Es preparen dissolucions patró del DON, de : 100, 10, 15, 
1 i 0,5 ppm de concentrado, emprant e l metanol com a 
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d i s s o l v e n t . 

12. E l s e x t r a c t e s de mostres s'evaporen a sequedat amb n i t r o g e n 
1 es r e d i s s o l e n en un v i a l amb 0,5 mi de diclorometá:metanol 
(3+1). Se'n s e p a r a una porció de 0,3 m i , que será l a que 
s'emprará p e r a q u e s t a cromatografía i es t o r n e n a e v a p o r a r f i n s 
a sequedat amb n i t r o g e n . E l r e s i d u es r e d i s s o l en 0,3 mi de 
m e t a n o l . A q u e s t a dissolució e s f i l t r a en un f i l t r e M i l l i p o r e 
(0,45 ¡im). 

13. S ' i n j e c t e n e l s p a t r o n s i e l s e x t r a c t e s de l e s m o s t r e s a 
a n a l i t z a r . E l volum i n j e c t a t v a r i a de 10 a 20 p l segons l a 
concentració u t i l i t z a d a o e s p e r a d a . L a f a s e móbil está composta 
p e r una mésela de m e t a n o l : a i g u a (20+80), l a q u a l préviament ha 
e s t a t f i l t r a d a , emprant f i l t r e s M i l l i p o r e de 0,22 nm, i 
d e s g a s i f i c a d a . L a desgasificació e s p o r t a a terme s o t m e t e n t l a 
mésela d u r a n t 20 m i n u t s a u l t r a s o n s ó bé f e n t e l b u i t s o b r e e l 
líquid, mentre es s a c s e j a amb 1'ajuda d'un a g i t a d o r magnétic. 
L e s c o n d i c i o n s de t r e b a l l s o n : detecció p e r UV a una l o n g i t u d 
d'ona de 222 nm i un f l u i x d ' l ml/rain. S ' i n j e c t e n l e s s o l u c i o n s 
p a t r o n s en c o n c e n t r a c i o n s d e c r e i x e n t s , i e s c a l c u l a l a mínima 
q u a n t i t a t d e t e c t a b l e . 

14. S'obté un temps de retenció de 7,3 ± 0,5 m i n u t s . 

Cromatografía de gagos 

11. Es p r e p a r e n p a t r o n s de l e s t o x i n e s (NIV, t o x i n a T-2, t o x i n a 
HT-2, DAS, 15-DON i DON) de 10, 5, 1 i 0,5 ppm díssolts en 
diclorometá:metanol (3+1). 

12. E l s e x t r a c t e s de l e s m o s t r e s s'evaporen a s e q u e d a t amb 
n i t r o g e n i es r e d i s s o l e n en un v i a l amb 0,5 mi de 
diclorometá:metanol (3+1). Se'n s e p a r a una porció de 0,2 m i . 

13. Purificació de l ' e x t r a c t e : e l s 0,2 mi de l ' e x t r a c t e 
s ' a d d i c i o n e n a l a p a r t s u p e r i o r d'una columna p r e p a r a d a de l a 



104 

següent manera: en l a part i n f e r i o r s'hi dip o s i t a 1 g de s u l f a t 
sodio anhidre dispersat en tolué, seguidament s'addiciona 2 
g de s i l i c a g e l , previamente dispersa en tolué, i a sobre 1 g 
de s u l f a t sódic anhidre i tolué. Es renta e l v i a l que contenia 
1'extracte amb 0,3 mi de l a mésela diclorometá:metanol (3+1) 
i s'addiciona també a l a columna, i es repeteix 1'operado amb 
0,5 mi de diclorometá. Després es passen per l a columna 15 mi 
de tolué (2 mi d'aquests s'empren per a netejar e l v i a l ) i t o t 
seguit 15 mi d'hexá. Finalment s'afegeixen 60 mi de 
diclorometá:metanol (9+1) i s'evapora a sequedat en 
l'evaporador r o t a t o r i , v i g i l a n t que l a temperatura del bany 
d'aigua no superi e l s 35oC. E l residu es d i s s o l t amb 
diclorometá:metanol (3+1) i es passa a un v i a l de 4 mi. 
S'evapora amb nitrogen i e l residu es r e d i s s o l t amb 1 mi de l a 
mésela diclorometá:metanol (3+1). 

14. Derivatització : es forma un derivat per reacció amb T r i -
s i l (agent s i l . l i l a n t d'alcohols), tant en e l s patrons com en 
l e s mostres. S'evaporen 500 fil de 1'extracte (o solució patró) 
en un v i a l amb nitrogen i s'afegeix 50 jul de T r i - s i l TBT. 
Rápidament s'agita durant 1 minut a l vórtex i es deixa en repós 
10 minuts. Després s'afegeix 500 ni d'hexá i s'agita a l vórtex 
1 minut. S'addiciona 1 mi de dissolució de f o s f a t (pH 7) i 
durant 1 minut s'agita a l vórtex. Cal esperar l a formado de 
dues capes que es separen. Es preñen 100 / i l de l a capa superior 
i es dissolen amb 0,2 mi d'hexá. 

15. Les condicions de t r e b a l l del cromatógraf son: f l u i x de gas 
portador (Hj) 0,5 ml/min. F l u i x "make-up" (N^) 35 ml/min. F l u i x 
" s p l i t e r " válvula B 50 ml/min i válvula T 1 ml/min. Temperatura 
i n j e c t o r 200oc. Temperatura detector 300oc. Les programacions 
de temperatures emprades son : l i o o c durant 1 minut, de l i o o c 
a 200OC a rao de 30oc/min i 200oc durant 30 minuts. 

16. S'injecten l e s solucions patrons i les solucions provinents 
deis extractes e l mateix d i a que es r e a l i t z a l a derivatització. 
E l volum d'injeeció és d ' l ni. 
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17. La quantificació es f a peí métode d'estandar extern, h 

p a r t i r del pie obtingut en l a injecció patró, es c a l c u l a e l 
factor resposta que será emprat en l a quantificació de les 
mostres. 

c) Producció de Fumonisines 

* Medis; 
- EMA 

- Medi de pre-enriquiment {NH«C1 3 g; F e S 0 « . 7 H 2 0 2 g; KHaPO* 

2 g; peptona 2 g; extracte de l l e v a t 2 g; extracte de malta 2 
g; glucosa 20 g; aigua d e s t i l . l a d a 1000 mi) ajustat a pH 5,5. 
S ' e s t e r i l t z a a l'autoclau. 

- Medi de b l a t de moro ( b l a t de moro en gra 50 g; aigua 
b i d e s t i l . l a d a 20 mi). Es pesa i es posa dins de flascons 
Erlenmeyers de 250 mi. S ' e s t e r i l i t z a a l'autoclau a 121oC 
durant 15 minuts. 

* Métode: 
1, Es sembra l a f l o r i d u r a en medi EMA. S'incuba a 25oC durant 
10 dies. 

2, La f l o r i d u r a crescuda es posa en tubs que contenen 2,5 mi 
de medi de pre-enriquiment. S 'incuben a 25oc durant 1 d i a i amb 
agitació (100 rpm). 

3, Es t i r a t o t e l que h i ha en e l tub incubat dins del f i a s c o 
Erlenmeyer que conté e l medi de b l a t de moro. S'incuba a l a 
foscor a 25oC durant 2 setmanes i després a 15oc durant 2 
setmanes més. S i no s ' a n a l i t z a de seguida caldrá posar-los a l 
congelador. 

Extracció 
4. Es pesen de 50 a 60 g de mostra. S'hi t i r e n 250 mi de 
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metanol:aigua (3+1) en un pot de plástic, i es t r i t u r a amb una 
batedora. Es f i l t r a amb embut Buchner sota bomba de b u i t amb 
paper Whatman n" 1, que c a l humitejar abans de t i r a r - h i 
1'extracte. 

5. Es torna a barre jar l a part sólida amb 150 mi de 
metanol:aigua (3+1), es t r i t u r a i es f i l t r a de nou. 

6. Es barregen e l s extractes i s'evapora amb rotovapor f i n s a 
sequedat (temperatura máxima 40oc). 

7. Es r e d i s s o l en 100 mi de metanol:aigua (1+3) i 100 ral de 
diclorometá. S'agita i s'elimina l a part i n f e r i o r de 1'embut. 
En cas d'haver-hi problemes de separació s'empra c e l i t a . 
S'evapora amb 1'evaporador r o t a t o r i f i n s a sequetat. 

8. Es r e d i s s o l amb 2 mi d ' a c e t o n i t r i l : a i g u a (3+1). 

Cromatoqrafia de capa f i n a 

9. Es f a cromatografia de capa f i n a en plaques de fase reversa. 
Com a dissolvent es fa s e r v i r metanol:aigua (3+1) +0.2% d'ácid 
acétic g l a c i a l . 

10. Es deixa assecar sota campana durant 20 minuts. 

11. Es p o l v o r i t z a sota campana amb metanol:ácid sulfúric:ácid 
acétic g l a c i a l (85+5+10) + 0.5% de p-anisaldehid. 

12. Es posa a 1'estufa a 120oc durant 5-7 minuts. 

* Lectura; 
Es poden observar l e s taques de color lilós. 

Cas de r e s u l t a r p o s i t i u c a l confirmar-ho p u r i f i c a n t l a mostra. 
S'han u t i l i t z a t dos tipus d i f e r e n t s de columna : 



a.- Columna d'aiaberilita X AD-2 
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13. Un cop está acondicionada l a columna (rentada amb aigua 
d e s t i l . l a d a ) s ' h i t i r a 1'extracte i : 

1. - s'hi fan passar 80 mi d'aigua 

2. - " " » 80 mi de metanol:aigua (1+3) 

3. - " " " 80 mi de metanol:aigua (3+1) 

4. - " " " 80 mi de metanol 

14. Es rec u l l e n e l s quatre extractes per separat, i s'evaporen 
amb l'evaporador r o t a t o r i f i n s a sequedat. 

15. Es r e d i s s o l cada extracte amb a c e t o n i t r i l : a i g u a (3+1). 

16. Es fa cromatografía TLC de cada un deis extractes 2,3 i 
4. 

Es considera que s'ha produit fumonisina s i surt p o s i t i v a l a 
cromatografía TLC deis extractes 3 i 4. 

b.- Columna SAX Cartidae (métode SHEPHARD modificat. SHEPHARD 
i c o i s . , 1990) 

13. S'acondiciona l a columna amb 5 mi de metanol i després amb 
5 mi de metanol:aigua (3+1) ( c a l no deixar l a columna mal 
seca). 

14. Es fa passar per l a columna 1'extracte problema ( l a part 
mes c l a r a i líquida de l a mostra). Es recupera. 

15. Es barregen 8 mi de metanol:aigua (3+1) amb l a resta d el 
v i a l . Es passa peí mixer. Es deixa reposar. La part no espessa 
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es fa passar per l a columna. Es recupera. 

16. Es barregen 3 mi de metanol amb l a resta del v i a l , es passa 
peí mixer i es deixa reposar. La part no espessa es fa passar 
per l a columna. Es recupera. 

17. Es passen 14 mi de metanol + 0.5% d'ácid acétic. Es 
recupera. 

18. S'aconsella passar-ne 7 mi més de metanol + 0.5% d'ácid 
acétic. Es recupera. 

19. E l s recuperats s'evaporen per separat amb 1'evaporador 
r o t a t o r i f i n s a sequedat . Es r e d i s s o l t amb 1 mi de metanol 
(rentant bé les parets) i es reevapora f i n s a sequedat. Es 
r e d i s s o l amb 0,2 mi d'a c e t o n i t r i l : a i g u a (3+1). 

20. Es fa cromatografía TLC de tots e l s extractes. 

Es considera que és a l'extracte 4 on s i h i ha fumonisina , es 
detectará. 

Cromatoqrafia per HPLC 

21. Preparació de 1'aparell d'HPLC: e l detector de 
fluorescencia es posa en funcionament unes 4 hores abans de 
comengar 1'análisi per t a l d'obtenir una línea de base estable. 
Abans de f e r passar l a fase móbil peí sistema, aquest es neteja 
durant 20 minuts a f l u i x 1-1,5 ml/min amb aigua b i d e s t i l . l a d a 
f i l t r a d a i desgasificada a l b u i t . Seguidament, s'hi deixa 
c i r c u l a r l a fase móbil a l mateix fluxe. La fase móbil está 
formada per : metanol:KH2P04 0,1M (4+1). Aquesta mésela s'ha 
d'ajustar a pH 3,35, amb HsPO* i es f i l t r a i desgas i f i c a cada 
vegada que s ' i n i c i a una sessió d'análisi. 

22. Una vegada e l sistema ha estat posat a régim amb l a fase 
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mobil, es procedeix a l a programado deis d i f e r e n t s a p a r e l l s 
de qué consta e l cromatógraf. Peí detector fluorométric: 
"range" = 0 , 1 , " r i s e time" = 5 , 0 , PMT sig n a l = 0 , 1 , longitud 
d'ona d'exitació = 335 nm i longitud d'ona del f i l t r e d'emissió 
= 418 nm. Per 1'integrador: v e l o c i t a t del paper (cht sp) =0,5, 
zero = 3, atenuado (att) = 2^ , área d'integració = 1000, 
Thrsh = 4 i P„ = 0,3. 

23. Preparado del r e a c t i u de derivatització. Aquest s'obté 
mesclant: OPA (o-ftaldehid) 40 mg; metanol 1 mi; NaaBO» 0,1M 5 
mi; 2-mercapto-etanol 50 í í I . Aquest r e a c t i u s'ha de guardar a 
l a foscor i fora de fonts de c a l o r . A l cap d'una setmana 
d'haver-lo preparat s'ha de procedir a l a seva renovado. L'OPA 
s'ha de conservar en e l congelador. 

24. Obtenció d e l derivat: e l derivat es prepara inmediatament 
abans d'in j e c t a r , per l a qual cosa s'addicionen 200 \Í\ del 
r e a c t i u de derivatització a 50 /xl de l a solució de 1'extracte 
p u r i f i c a t i s'agita durant 20 segons. Tot seguit, abans no 
t r a n s c o r r i un minut, s ' i n j e c t a un volum de 20 / i l d e l derivat 
a un i n j e c t o r d e l tipus Rheodine, equipat amb un "loop" de 20 
/ i l . E l s senyals corresponents a FBi i FB» es r e g i s t r e n en un 
registrador-integrador, i d e n t i f i c a n t - l o s peí seu temps de 
retenció. 

d) Test d'espectre microbio 

La metodología és l a mateixa que s'ha f e t s e r v i r per 
As p e r g i l l u s sp. i Penicillium sp. , pero e l període d'incubado 
de l a f l o r i d u r a ha estat de 3 d i e s . 

e) Bioautografia 

Aquesta técnica es basa en e l canvi de c o l o r que es produeix 
en l a zona on existeixen b a c t e r i s v i u s , mentre que l e s zones 
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clares han de correspondre a l e s taques on existeixen e l s 
productes actius que inhibeixen e l creixement bacteria. 

* Medis de c u l t i u ; 
- Bacto a n t i b i d t i c (peptona 6 g; extracte de l l e v a t 3 g; 

extracte de carn 15 g; glucosa 1 g; agar 15 g; aigua 
d e s t i l . l a d a 1000 mi). 

Is barregen e l s ingredients en l'aigua i s'ajusta a pH 7 . S'hi 
afegeix l'agar. S'escalfa f i n s a b u l l i r . Es d i s t r i b u e i x en tubs 
a rao de 0.178 ml/cm^ de placa cromatografica a c o b r i r (en e l 
nostre cas 15 ml/tub). S ' e s t e r i l i t z e n a l'autoclau. S'hi 
afegeixen abans d ' u t i l i z a r - l o un 1.4% de solució estéril a l 5% 
de 2-3-5-clorur de t r i f e n i l t e t r a z o l i en metanol:aigua (1+1). 

- Brou n u t r i t i u 

* Métode; 
Es sembra/en e l / e l s microorganismes en medi PCA a 31-370C 

(segons s i g u i l a seva temperatura óptima de creixement) durant 
24 hores. 

Un cop activats es resembren en medi brou n u t r i t i u (5 ml/tub) 
a 31-370C durant 6 hores. 

Es fa l a cromatografía amb e l producte a estudiar. Es deixa 
secar dins l a cabina de f l u i x laminar. S'observa a l a llum UV 
de 254 ó 360 nm i es marquen les taques. Després es c o l . l o c a 
dins una placa P e t r i estéril. 

E l s tubs amb medi bacto antibiótic fos, es mantenen a l bany 
Maria a 50oc. S'hi afegeix e l r e a c t i u revelador abans i n d i c a t . 
S'hi afegeixen uns 0,5 mi de l ' i n o c u l microbiá que es té en e l 
medi brou n u t r i t i u , i s'agita en homogenitzador de tubs tipus 
"mixer" durant uns 30 segons. Es vessa sobre e l cromatograma. 

Es deixa refredar en condicions aséptiques durant uns 10 minuts 
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(en a l g u n s c a s o s es posa a s o b r e una capa d'agar a l 1 5 % ) . 

Es posa l a p l a c a a 4oC d u r a n t 1 h o r a . P o s t e r i o r m a n t s ' i n c u b a 
a 31 -370C d u r a n t 16-24 h o r e s . 

* L e c t u r a ; 
On h i ha c r e i x e m e n t b a c t e r i a e l medi a p a r e i x de c o l o r v e r m e l l , 
j a que e l t r i f e n i l - t e t r a z o l i , que és i n c o l o r , p a s s a a formazan 
que és v e r m e l l . On h i ha hagut inhibició es v e u c i a r . Les zones 
c l a r e s han de c o i n c i d i r amb e l R f de l a cromatografía. 

f ) A n t i b i o g r a m a (BRADY i KATZ, 1987) 

* Medjg; 

- Brou n u t r i t i u , en t u b s (5 m l / t u b ) 

- PCA [en p l a q u e s i t u b s (15 m l / t u b ) ] 

* Métode: 
Es sembra e l b a c t e r i en b r o u n u t r i t i u . S ' i n c u b a a 31 - 3 7 o c 

d u r a n t 18 h o r e s . 
Es posa 1 mi d e l c u l t i u a c t i v a t en una p l a c a P e t r i estéril. 
S ' h i a f e g e i x e n 15 mi d e l medi PCA. Es b a r r e j a suaument. 

Quan e s t i g u i s o l i d i f i c a t , i s o t a c a b i n a de f l u i x l a m i n a r , es 
c o l . l o q u e n d i s q u e t s de p a p e r Whatman n= 1 (préviament 
estérilitzats) i m p r e g n a t s amb l a s u b s t a n c i a a e s t u d i a r , i en 
d i f e r e n t s c o n c e n t r a c i o n s . Es c o l . l o q u e n a 15 mm de l a p e r i f e r i a 
de l a p l a c a , p i t j a n t - l o s l l e u g e r a m e n t amb unes p i n c e s estérils 
p e r a s s e g u r a r e l c o n t a c t e amb e l medi. 

Es posa 1 h o r a a 4oc, Després s ' i n c u b a a 31-37oc d u r a n t 24 
h o r e s . 
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* Lectura; 
L'aparició d'halus d ' i n h i b i d o a l voltant d el di s c denota 
s e n s i b i l i t a t del microorganisme a l a substancia problema. 

Hi ha una a l t r e variant del métode abans emprat i es fa 
exactament igual que e l métode de BRADY i KATZ (1987), per6 en 
comptes de discs impregnats amb producte a estudiar es c o l . l o c a 
sobre l a placa amb medi PCA i 1'inócul microbiá, un polsim de 
c e l i t a on es suposa han quedat restes del producte a a n a l i t z a r . 

g) Análisis estadlstiques 

Per a 1'estudi de l e s a c t i v i t a t s simultánies d'una especie 
determinada, s'ha a p l i c a t e l Coe f i c i e n t de correlació (p, 
d e f i n i t com e l c o e f i c i e n t de correlació de Pearson a p l i c a t a 
una p a r e l l a de variables dicotómiques (AMON, 1989). Donada una 
p a r e l l a d ' a c t i v i t a t s ACTl i ACT2, cada una d'e l l e s pot pendre 
dos possibles valors : O, no es presenta aquesta a c t i v i t a t , i 
1, es presesta aquesta a c t i v i t a t . S i n és e l nombre t o t a l de 
soques per a una especie determinada, en qué s'ha comprovat l a 
presencia o no de l e s a c t i v i t a t ACTl i ACT2, e l c o e f i c i e n t (p 
es c a l c u l a mitjangant l a fórmula : 

cb - ad 
(p = 

^(a+b) (c+d) (a+c) (b+d) 

on a,b,c,d teñen e l s i g n i f i c a t exposat a l a Taula 8. 



113 

Taula 8.- Classificació de n mostres segons e l s valors d'un 
p a r e l l de variables dicotómiques ACTl i ACT2 (AMON, 1989). 

ACT 2 

0 1 

ACT 1 1 a b a + b ACT 1 

0 c d c + d 

a + c b + d n 

S i f és p o s i t i u (negatiu), és p o s i t i v a (negativa) l a relació 
entre l e s categories O d'ACTl i ACT2 o entre l e s categorías 1 
d'ACTl i ACT2. 

Paral, leí ament s'ha a p l i c a t e l Test x=* per aquelles p a r e l l e s 
de variables ACTl, ACT2, per a l e s quals b> 5 i c> 5 s i <p >0, 
o a> 5 i d> 5 s i (p < 0. La hipótesi n u l . l a ha e s t a t l a de no 
correlació entre ACTl i ACT2. Per a l a situació de l a Taula 8, 
e l s graus de I l i b e r t a t son 1 i es comprova que %^ - n 
(FREUND i WALPOLE, 1987). 
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1.- MOSTRES ASSAJAPES 

1.1.- PARÁMETRES NO MICROBIOLÓGICS ESTUDÍATS DE LES MOSTRES 

l . l . l . - Cereals 

S'ha estudiat l a humitat, l a puresa i l a presencia d'insectes 
de l e s mostres de cereals, dades que es poden veure a l a Taula 
18. 

a) Humitat 

Els r e s u l t a t s de 1'análisi d'humitat de les mostres es poden 
observar a l a Taula 9. 

Totes les mostres assajades presenten una humitat superior a l 
10%, a excepció de dues mostres (1 de b l a t i 1 d ' o r d i ) . La 
major incidencia está entre e l 13 i e l 15%, j a que un 60% de 
les mostres están en aquest i n t e r v a l . Hi ha , pero, un 8% que 
presenten un percentatge superior a l 15%. A p a r t i r d'aquests 
valors es pot produir l a colonització del gra per part de l e s 
f l o r i d u r e s , amb l a p o s s i b i l i t a t de produir micotoxines i a l t r e s 
canvis no desitjabíes a i s grans. E l Govern marca una s e r i e de 
valo r s de seguretat per a cadascun deis cereals (BOE, 1976). 
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T a u l a 9.~ P e r c e n t a t g e de mostres de c e r e a l s segons e l n i v e l l 
d ' h u m i t a t ( %). 

M o s t r a N. H u m i t a t {%) 

mo s t r e s <11 11-13 13-15 >15 

B l a t 8 12,5 62,5 25,0 0,0 
BM 33 0,0 15,2 72,7 12,1 

BMN 15 0,0 13,4 73,3 13,3 
BME 18 0,0 16,6 72,2 11,0 

O r d i 17 29,4 47,1 17,7 5,9 
Sorgo 17 0,0 5,9 88,3 5,9 

T o t a l 75 8,0 25,3 58,7 8,0 

K. « Soabr» 
m » Blat d* aoroí aiot" úm «oro ««cioMit ta»» llat d« moto ««tríngtr 

P e r t i p u s de c e r e a l , l e s m o s t r e s de b l a t están e n t r e un 11 i 
un 14%, o s i g u i d i n s d e i s límits que dona e l BOE ( 1 9 7 6 ) . Q u a s i 
un 50% de l e s m o s t r e s de b l a t de moro p r e s e n t e n una h u m i t a t 
e n t r e 14-15% , n i v e l l que e s dona t a n t en m o s t r e s d e l n a c i o n a l 
com de l ' e s t r a n g e r ; c a l d e s t a c a r que d'aquest últim s e n'ha 
t r o b a t una mos t r a amb h u m i t a t s u p e r i o r a l 16%, s u p e r a n t així 
e l s n i v e l l s d o n a t s peí BOE ( 1 9 7 6 ) . Es teñen m o s t r e s d ' o r d i amb 
i n d e x s d ' h u m i t a t s d i v e r s e s . L e s de s o r g o son s u p e r i o r s a l 12% 
i també se n'ha t r o b a t una amb més d'un 16% d ' h u m i t a t . 

Realment es p o t d i r que amb aqüestes e l e v a d e s h u m i t a t s l e s 
m o s t r e s p r e s e n t a r a n , amb q u a s i t o t a l s e g u r e t a t , colonització 
i c r e i x e m e n t fúngic. 
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b) Puresa 

No h i ha cap mostra que presentí un 100% de puresa. La majoria 
de mostres (45%) presenten entre un 80-90% de puresa i un 39% 
presenten una puresa entre un 90-99% , e l que s i g n i f i c a que un 
84% de l e s mostres teñen una puresa superior a l 80%. Aquesta 
x i f r a és elevada pero no exempta de qué l e s mostres puguin 
presentar problemes degut a les impureses de l e s mostres. Totes 
aqüestes dades es poden veure a l a Taula 10. 

Taula 10.- N i v e l l de puresa (%) de l e s mostres de cereals 

Cereals Nombre Puresa (%) 
mostres 

60-70 70-80 80-90 90-100 

Blat 8 0 12,5 0 87,5 
BM 33 6,1 24,2 60,6 9,1 

BMN 15 0 20,0 73,3 6,7 
BME 18 11,1 27,8 50,0 11,1 

Ordi 17 0 0 11,8 88,2 
Sorgo 17 0 5,9 70,6 23,5 

Tot a l 75 2,7 13,3 45,3 38,7 

Bl̂ « Blat d* xtoror 
BMK» aiat moro nocional; 
BKE*" Blat da iQoro extrangar 
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Per tipus de cereals podem veure que 7 de l e s 8 mostres de b l a t 
teñen una puresa superior a l 90%. Hi ha 2 mostres de b l a t de 
moro estranger amb un baix n i v e l l de puresa (60-70%), pero l a 
majoria de mostres (60%) presenten un n i v e l l superior a l 80%. 
E l b l a t de moro nacional presenta un n i v e l l de puresa un poc 
més elevat que 1'estranger. L'ordi es pot considerar que en 
general presenta un n i v e l l bastant elevat, ja que l a majoria 
de mostres e l presenten superior a l 90%. Les de sorgo teñen 
valors superiors a l 70%. 

c) Presencia d'insectes , ácars i a l t r e s organismes v i u s . 

En un 12% de les mostres estudiados, s'hi han trobat insectes, 
que en l a majoria de casos eren curculiónids, i que segons DIX 
i ALL (1987) afavoreixen en gran mesura e l desenvolupament i 
esporulació de f l o r i d u r e s , i poden incrementar l a temperatura 
i també l a humitat del gra. Com es pot veure a l a Taula 20, a 
t o t s e l s tipus de cereals se n'ha trobat alguna mostra amb 
insectes (menys en e l cas del b l a t de moro estranger), essent 
l e s de b l a t de moro nacional (3 casos) i o r d i (3 casos) l e s més 
nombroses. 

És un gran problema que l e s mostres vinguin amb insectes, j a 
que aquests poden produir danys i a f a v o r i r 1'entrada de 
f l o r i d u r e s (DOMINECH i c o i s . , 1984), amb e l consegüent 
increment de l a infecció (SAUER i c o i s . , 1984). 

1.1.2.- Pinsos 

El s parámetres estudiats han estat l a humitat i l a presencia 
d'organismes viu s . Després deis d i f e r e n t s processos 
d'elaborado que han s o f e r t aquests pinsos en 1'empresa, es 
poden considerar a les diferents mostres com a una g l o b a l i t a t . 
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a) Humitat 

Un 60% presenten una humitat superior a l 10%, com es pot veure 
a l a Taula 11. A mes a mes, un 37% de l e s mostres presenten 
entre un 9-10% d'humitat. 

Taula 11.- N i v e l l d'humitat de l e s mostres de pinsos. 

Tipus Nombre Humitat (%) 
de mostres ^ 
pinsos < 9 9-10 10-11 11-12 >12 

AUS 11 o» 3(27)" 1(9) 5(46) 2(18) 
Poros 13 O 5(38) 7(54) 1(8) O 

C o n i l l s 1 1 -
Corders 1 - 1 
Vaques 1 - 1 

TOTAL 27 1(4) 10(37) 8(30) 6(22) 2(7) 

ft) Notti»r« ám aostx«s 
b) parcftntatcjw 

La humitat v a r i a segons e l t i p u s de pinso. E l de vaques i 
corders no sobrepassen e l 10%. E l de c o n i l l s está per sota del 
9% , x i f r a que está forga bé. Respecte a l pinso per a aus, 5 
mostres están entre un 11-12% d'humitat. Set mostres del pinso 
per a porcs teñen una humitat compresa entre 10 i 11%. Com es 
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pot veure, totes les mostres presenten una humitat que está per 
sota e l s límits permesos (BOE, 1976), que son del 13%. 

S i ens referim només a aquests r e s u l t a t s , podem d i r que les 
mostres de pinsos per a aus son l e s que mes fácilment podran 
presentar problemes ; per6 cora que no és pot considerar cap 
parámetre a i l l a t , caldrá teñir en compte a l t r e s factors per 
emetre un diagnóstic. 

b) Presencia d'insectes, ácars i a l t r e s organismes viu s . 

En cap de les mostres analitzades s'ha trobat algún d'aquests 
organismes. 

1.1.3.- CQlza 

S'ha estudiat 1 ' a c t i v i t a t d'aigua de l e s mostres i l a presencia 
d'organismes viu s . E l s r e s u l t a t s , e s p e c i f i c a t s per comarques, 
es poden veure a l a Taula 29. 

a) A c t i v i t a t aigua (a,) 

L ' a c t i v i t a t d'aigua de les mostres, analitzada amb una 
Novasina, dona que un 45% de les mostres teñen una a„ superior 
a l 0,8 i un 70% de les mostres e l presenten superior a l 0,7, 
com es pot veure a l a Taula 12. 

Tan s o i s una mostra presenta una a« i n f e r i o r a l 0,5 (de l a 
comarca d'Osona) i tan s o i s una en té un valor proper a 1, 
concretament de l a comarca del Bages, que es vela f l o r i d a quan 
es va a n a l i t z a r . Un p a r e l l mes de mostres que també es velen 
f l o r i d e s van donar una a„ de mes de 0,95. Com mes a l t a és l'a„, 
moltes mes p r o b a b i l i t a t s de creixement fúngic poden presentar 
les mostres, com tarahé afirma MAGAN (1991). 
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Taula 12.- Nombre i percentatge de mostres de colza segons l a 
seva a c t i v i t a t aigua (a„) i 1'origen. 

Comarca N. a„ 
Zona mos

tr e s < 0,6 0,6-0,7 0,7-0,8 0,8-0,9 0,9-1 

Ano i a 2 2" 
A.Empordá 4 - 1 - 2 1 
B.Empordá 8 - 1 3 4 -
Bages 20 1(5)" 1(5) 5(25) 8(40) 5(25) 
Berguedá 5 1 _. 2 2 -
Girones 26 3(12) 5(19) 5(19) 11(42) 2(78) 
Noguera 2 - 1 1 -
Osona 15 6(40) 4(27) 4(27) 1 (6) _ 

Segarra 5 - - 1 2 2 
Segriá 5 1 1 2 1 -
Urge11 12 - 1(8) 3(25) 5(42) 3(25) 
Valles" 1 — — — — 1 

Catalunya 105 12(12) 14(13) 26(25) 39(37) 14(13) 

Huesca 1 - 1 - - -
L l i t e r a 11 4(36) 4(36) 3(28) - -
Aragón 12 4(33) 5(42) 3(25) 

Navarra 1 1 - - -

TOTAL 118 17(14) 19(16) 29(25) 39(33) 14(12) 

a) Hoabra da BO«trut 
bJ P«rc«nt«tg» 
c) Valles ociantal 
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b) Presencia d'insectes, ácars i a l t r e s organismes vius. 

Tan sois a 5 de les 113 mostres s'hi van trobar organismes 
vius, concretament a 3 de l a comarca del Bages (les 3 amb 
cargols i una amb insectes), 1 de l a comarca d'Osona (amb 
cargols) i 1 de l a comarca de l a L L i t e r a (amb insectes : 
ames). 
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ÉS realment important veure s i l e s mostres analitzades 
presenten contaminació per part d'alguna toxina. De totes les 
mostres se'n va a n a l i t z a r l a presencia d'aflatoxines, com a 
toxines legislados i per l a gran quantitat de problemes que 
comporta. A les mostres de colza es va a n a l i t z a r , a més a més 
de l e s aflatoxines, l a presencia de toxines produides peí 
genere A l t e r n a r i a , j a que aquest genere ha estat un deis més 
importants i sembla ser que en aquest tipus de substrat h i ha 
moltes p o s s i b i l i t a t s de que se'n produeixin (VISCONTI i c o i s . , 
1992"). 

1.2.1.- AflatoxJLPeg 

S'ha r e a l i t z a t una análisi preliminar per fluorescencia (BGYF) 
i després s'ha f e t una análisi química per t a l de detectar l a 
presencia de l e s toxines. 

1.2.1.1.- Análisi per fluorescencia (BGYF) 

Aquest t e s t és, segons d i f e r e n t s autors L I L L E H O J i c o i s . 
(1980), MARSH i SIMPSON (1984), WIDIASTUTI i COls. (1988), un 
assaig rápid i presumptiu de l a contaminació d'aflatoxines en 
d i f e r e n t s c u l t i u s com e l b l a t de moro i e l coto. És necessari 
f e r constar que l a substancia causant de l a fluorescencia groc-
verdosa b r i l l a n t , després de l a í.luminació u l t r a v i o l a d a a 365 

nm, no son l e s afla t o x i n e s , sino un producte resultant de l a 
reacció d'aqüestes amb enzims de l a planta, i que no és sempre 
válid per a totes l e s l l a v o r s . 

S'han assajat totes l e s mostres de pinsos i 49 de l e s 75 

mostres de ce r e a l s , Aquest t e s t presumptiu no és emprat amb 
l ' o r d i j a que té una s e r i e de pigments, que quan s'il.lumínen 
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amb llum UV de 365 nm produeixen una fluorescencia s i m i l a r a 
l a que ens i n d i c a e l t e s t p o s i t i u . No s'ha assajat amb les de 
colza. 

Com es pot veure a l a Taula 13, son moltes l e s mostres que 
presenten fluorescencia (61%) de tots e l s cereals a n a l i t z a t s , 
encara que no es tradueix després en presencia d'aflatoxines. 

Cal comentar que sembla un métode bastant encertat per a l b l a t 
de moro (SAUER i c o i s . , 1984), ja que un 43% de l e s mostres que 
son BGYF (+) presenten aflatoxina B^. Pero, ABDELHAMID i c o i s . 
(1985) afirmen que a dif e r e n t s n i v e l l s d'humitat una mostra de 
b l a t de moro pot o no presentar fluorescencia. La presencia 
d'humitat f a que no es vegi fluorescencia. WIDIASTUTI i c o i s . 
(1988) diuen que no h i ha associació quantitativa entre 
proporció de BGYF o l l a v o r s f l o r i d e s i contingut en 
micotoxines. Tot aixó ens f a pensar que e l p r i n c i p a l problema 
sempre és l a presa de mostres. Així PARK i POHLAND (1989) diuen 
que c a l prendre 10 unitats de 400 g cadascuna quan es v o l 
an a l i t z a r toxines de b l a t de moro, sorgo, o r d i , b l a t i pinsos; 
nosaltres teníem un máxim d'un q u i l o de mostra. 

En e l cas de l a prova f e t a sobre pinsos, podem veure que en 
prácticament t o t s e l s casos (>90%) varen r e s u l t a r fluorescent 
(+). E l s r e s u l t a t s posteriors quant a producció d'aflatoxines, 
mostren que també ens trobem amb e l mateix problema, ja que no 
totes l e s mostres que presenten fluorescencia teñen 
aflatoxines. 
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Taula 13.- Nombre i percentatge de mostres amb aflatoxines i 
fluorescencia p o s i t i v a . 

Material Nombre BGYF + Nombre aflatoxines + 
mostres mostres 
assajades 

Blat 8 6* (75)" 8 0 
BM 27 22 (82) 33 0 

BMN 12 8 (67) 15 0 
BME 15 14 (93) 18 0 

Ordi 0 - 17 0 
Sorgo 14 2 (14) 17 0 

CEREALS 49 30 (61) 75 0 

Pinso aus 11 9 (82) 11 0 
P.porcs 13 13 (100) 13 3 (23) 
P. c o n i l l s 1 1 1 1 
P.corders 1 1 1 0 
P.vaques 1 1 1 0 

PINSOS 27 25 (93) 27 4 (15) 

COLZA 0 - 118 1 (0,8) 

a) KoBbre áñ sastraa 
b) Percentatge 
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1.2.1.2.- Análisi química d'aflatoxines 

a) Cereals. 

E l s r e s u l t a t s de l e s análisis qulmiques d'aflatoxines de les 
mostres de cereals es poden observar a l a Taula 13. No es van 
detectar l e s toxines en cap de les mostres assajades. Aquesta 
dada no sembla estar en relació amb 1'elevat percentatge de 
mostres (64%) que han donat p o s i t i u e l s t e s t BGYF, i 
concretament amb e l 93%, s i ens referim a l b l a t de moro 
d'origen estranger. A més a més, l e s mostres varen presentar 
una elevada presencia d'Aspergilius flavus, amb una infecció 
t o t a l del 55% en b l a t de moro. En l a resta de cereals 
estudiats, l a incidencia i infecció son més p e t i t e s . 

Es pot pensar que les soques no eren toxigéniques, pero s i ens 
fixem en l a Taula 36, es pot veure que algunes sí son 
potencialment toxigéniques, e l que ens f a pensar que potser no 
han tingut les condicions adequades per t a l de produir les 
toxines. WOOD (1989) troba aflatoxines en mostres de b l a t de 
moro d'una zona deis Estats ünits, mentre que no en troba en 
mostres preses d'altres zones. Aquest comportament ens fa 
afirmar que e l contingut d'aflatoxines varía segons l a zona 
geográfica. 

b) Pinsos. 

De les 27 mostres de pinsos analitzades, 4 han presentat 
contaminació per aflatoxines. Cal comentar que e l procés 
d'elaborado a que se sotmet un pinso ( t r i t u r a t , annexió 
d'altres productes, etc.) fa que l e s p o s s i b i l i t a t s de 
contaminació fúngica augmentin. GIMENO i MARTINS (1982) 
comenten que a l'hora de f e r análisi de micotoxines de pinsos 
i vísceres animáis, és molt difícil recomanar un pía de 
t r e b a l l , ja que a cada país l a composició és d i f e r e n t . A més 
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c a l teñir en compte l a zona d'origen, e l tipus de conreu i e l s 
tractaments que ha s o f e r t , i 1'estat de conservado deis 
pinsos, factors tots e l l s tan importants com 1'heterogeneitat 
del pinsos, que poden d i f i c u l t a r l a i d e n t i f i c a d o d'alguna 
micotoxina en certs productes. 

Les característiques de l e s mostres on hem trobat aflatoxines 
es poden veure a l a Taula 14. 

Taula 14.- Característiques principáis de l e s mostres de pinsos 
on s'ha trobat aflatoxines. 

Mostra: Humitat BGYF Recompte Asp A. flavus CAM 
PINSOS (%) ufc/gr (%) (%) 

Porcs 11,4 + 215 60 0 0 
Porcs 10,7 + 1.048 55 7 2^(0) = 
Porcs 10,8 + 34.382 73 7 6 (0) 
C o n i l l s 8,5 + 220 0 0 0 

1) HoBbra d* soques u s a jadas 
2) Hoabra da soques CAM -t-

Totes l e s mostres on s'han trobat aflatoxines havien presentat 
fluorescencia, pero en canvi e l recompte fúngic efectuat és ben 
var i a b l e , i en alguns casos forga baix (200 u.f.c./g mostra). 
La humitat de l e s mostres está generalment relacionada amb l a 
presencia de toxines, pero és necessari conéixer tota 
l'evolució d'aquest factor a l l l a r g d e l seu emmagatzematge. Es 
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pot donar e l cas d'una mostra que en e l moment de l'análisi 
t i n g u i un percentatge d'humitat baix, pero préviament ha estat 
amb una humitat elevada durant un l l a r g període de temps, que 
l i ha permés e l desenvolupament de l a f l o r i d u r a i l a prodúcelo 
de l a toxina (com podría ser e l cas de l a mostra de pinso per 
c o n i l l s ) . 

c) Colzq. 

S'ha trobat a f l a t o x i n a en una mostra (de l a comarca del 
Segriá). Les seves característiques son l e s idónies per a l a 
seva prodúcelo: a« a l t a (0,89), 100% d'infecció per part 
d'A. flavus, i a l t r e s circumstáncies com és l a presencia de 
soques potencialment aflatoxigéniques (3 de 17 soques 
assajades). 

1.2.2.- Toxineg pyQdMides per Mterpayjq 

A l e s mostres de colza es va a n a l i t z a r l a possible contaminació 
de toxines produides peí genere Alternaría, com ara son l'ácid 
tenuazoic, 1 ' a l t e r n a r i o l , 1 ' a l t e r n a r i o l metil éter i 
l ' a l t e r t o x i n a I i II (KING i SCHADE, 1984; LOGRIECO i c o i s . , 
1988; VISCONTI i c o l s . , 1992"; VIÑAS i c o l s . , 1993) . No se'n 
va trobar en cap d ' e l l e s . 
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1.3.- INFECCIÓ FÜNGICA 

T o t e s l e s mostres a n a l i t z a d e s han p r e s e n t a t contaminació 
fúngica a excepció d'un p i n s o p e r a p o r c s d ' e n g r e i x . De l e s 
l l a v o r s , t a n t de c e r e a l s com de c o l z a , s'ha a n a l i t z a t i 
c o m p t a b i l i t z a t l a infecció fúngica (Fotografíes 1 i 2)^ i d e l 
p i n s o s'han d e t e r m i n a t e l s recomptes fúngics. 

1.3.1.- C e r e a l s 

T o t e s l e s m o s t r e s a n a l i t z a d e s p r e s e n t a v e n infecció fúngica, com 
es p o t v e u r e a l a T a u l a 15, p e r o e l s r e s u l t a t s en l e s m o s t r e s 
teñen una g r a n v a r i a b i l i t a t . 

L a i i i t j a n a de l a infecció de l e s m o s t r e s e s t u d i a d e s p r e s e n t a 
una contaminació s u p e r i o r a l 60%, que es s u p e r a en g r a n mesura 
en e l c a s d e l b l a t de moro n a c i o n a l (mes d'un 90%). A q u e s t s 
r e s u l t a t s son a s s e m b l a t s a i s o b t i n g u t s p e r SANCHIS i c o i s . 
(1984) en a q u e s t m a t e i x c e r e a l . 

La m a j o r i a de m o s t r e s de b l a t (60%) teñen una contaminació 
s u p e r i o r a l 70%. No s'ha t r o b a t cap m o s t r a amb un 100% 
d'infecció. C a l d e s t a c a r que una m o s t r a en t e n i a t a n s o i s un 
28%. 

L e s m o s t r e s de b l a t de moro son l e s de n i v e l l de contaminació 
fúngica mes e l e v a t , j a que mes d'un 90% p r e s e n t e n infecció p e r 
s o b r e d e l 70%. L e s d ' o r i g e n n a c i o n a l están t o t e s p e r s o b r e e l 
70% i de l e s d ' o r i g e n e s t r a n g e r n ' h i ha dues amb contaminació 
i n f e r i o r a l 70%. A l l a r g de t o t l ' e s t u d i e s v a f e n t r e f e r e n c i a 
a l e s d i f e r e n c i e s e n t r e b l a t de moro n a c i o n a l i e s t r a n g e r p e r 
t a l de v e u r e , com d i u e n CHELKOWSKI i c o i s . (1983), que l a 
contaminació fúngica depén de l ' a n y de c o l l i t a , de l a regió, 
d e l país, t o t I l i g a t amb l e s c o n d i c i o n s climátiques. 
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Taula 15.- N i v e l l d'infecció de l e s mostres de cereals. 

Mostra Nombre Infecció (%) 
mos-
tres < 50 50-69 70-89 90-99 100 

Blat 8 1-(12,5) 2(25)" 4(50) 1(12,5) 0 
BM 33 0 2(6) 9(27) 15(46) 7(21) 

BMN 15 0 0 4(27) 6(40) 5(33) 
BME 18 0 2(12) 5(28) 9(50) 2(11) 

Ordi 17 2(12,0) 7(41) 5(29) 3(18) 0 
Sorgo 17 6(35,0) 4(24) 7(41) 0 0 

s} Konbr* d« atostru 
b) t>«rc»ntatge (») 

Respecte a l e s mostres d'ordi un 47% presenten infecció 
superior a l 70% , pero no n'hi ha cap amb infecció entre un 80-
90%. Tampoc s'ha trobat cap mostra amb un 100% d'infecció. N'hi 
ha dues amb un percentatge molt baix (22 i 32%). 

De l e s mostres de sorgo, un 59% presenten una infecció i n f e r i o r 
a l 70%, e l que fa que s i g u i e l producte amb infecció més baixa. 
Se'n poden destacar s i s mostres amb una infecció entre 40-50%. 
Cap mostra ha superat l a barrera del 90% . 

S'analitzara a continuació l a incidencia tant q u a l i t a t i v a com 
quantitativa de l a infecció fúngica, l a relació entre l a 
infecció i a l t r e s parámetres microbiológics i l a q u a l i t a t de 
les mostres segons diversos c r i t e r i s . 
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a) Incidencia q u a l i t a t i v a de l a infecció fúnalca. 

A les Taules 16 i 17 s'expressen e l s r e s u l t a t s del nombre de 
mostres infectades pels d i f e r e n t s tipus de f l o r i d u r e s i e l 
percentatge que aix6 suposa , tant per a totes l e s mostres de 
cereals (Taula 16) com per a l e s de b l a t de moro (Taula 17). 

És realment interessant l a gran proliferació de l e s f l o r i d u r e s 
de magatzem {Aspergillus, Penicillium i Mucorals -dins 
d'aquests c a l destacar e l genere Rhizopus-), totes e l l e s 
importants en l a majoria deis casos i de lógica presencia en 
material emmagatzemat. En alguns materials les f l o r i d u r e s 
anomenades de camp (malgrat que també se les t r o b i en productes 
emmagatzemats), com Fusarium i Alternaría, son també molt 
importants. Is dona l a seva p r o l i f eració en les primeres etapes 
d'emmagatzematge, com diuen CHELKOWSKI i c o i s . (1983), SAUER 
i c o i s . (1984), encara que també es troben quantitats bastant 
s i g n i f i c a t i v e s en materials d'emmagatzematge prolongat, com 
podria ser e l cas d e l b l a t de moro estranger, que abans 
d'arribar a 1'empresa ha passat per un l l a r g transport des del 
seu origen. En alguns casos , sobretot en e l cas d e l sorgo i 
del b l a t , l a presencia pot a r r i b a r a superar e l s n i v e l l s que 
trobem a l magatzem. 

En e l b l a t , Aspergillus (A. flavus) i Alternaría son presents 
en totes l e s mostres; un cas c i a r de permanencia de l e s soques 
provinents d e l camp quan j a h i ha proliferació de l e s prbpies 
de magatzem. Segueixen en importancia e l genere Penicillium i 

e l s Mucorals. Les especies d*Aspergillus a l l l a d e s son les 
mateixes obtingudes per BLANEY (1986). 

En l ' o r d i , no h i ha cap f l o r i d u r a que contamini a totes l e s 
mostres. Destaquem cora a mes importants e l s Mucorals, i e l s 
generes A s p e r g i l l u s (A. flavus) i Penicillium. 
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Taula 16.- Aspecte q u a l i t a t i u de l a infecció fúngica en 
cereals. 

F l o r i d u r a Blat BM Ordi Sorgo 

Nombre mostres 8 33 17 17 

Aspergillus 100*(8)" 100(33) 82(14) 94(16) 
A, flavus 100(8) 100(33) 76(13) 94(16) 
A, niger 0 85(28) 18 (3) 12 (2) 
A.glaucus 37(3) 39(13) 29 (5) 12 (2) 
A.ochraceus 25(2) 6 (2) 41 (7) 0 
A.candidus 12(1) 42(14) 18 (3) 12 (2) 
A.íumigatus 50(4) 73(24) 41 (7) 41 (7) 
A.terreus 0 0 0 12 (2) 
a l t r e s Asp. 0 9 (3) 18 (3) 0 

Penicillium 75(6) 100(33) 71(12) 18 (3) 
Pen.biv,as° 75(6) 100(33) 71(12) 18 (3) 
Peji.biv.sim^ 0 3 (1) 6 (1) 0 
Pen. mon" 0 0 6 (1) 0 

Fusarium 37(3) 94(31) 41 (7) 82(14) 
Al ternaria 100(8) 15 (5) 59(10) 100(17) 
Drechslera 25(2) 0 0 29 (5) 
Mucorals 87(7) 97(32) 94(16) 65(11) 
MED' 50(4) 3 (1) 35 (6) 23 (4) 
A l t r e s 0 3 (1) 12 (2) 18 (3) 

INFECCIÓ 100(8) 100(33) 100(17) 100(17) 

a) parcantatga da llavera 
b) Noabra da Mostra» 
c) Panlellllum b l v a r t l c i l . l a t a aalmttrics 
d) PviiiclUlum b i v a r t l c t l . l a t s a l z * t r l c a 
ai Pajilcllíi!» asnovartlcU.lat» 
f) HlcaXi a«t»rH daaatiacl 
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En e l cas del sorgo, e l genere Alternaría és present en totes 
les mostres, seguit en quantitats importants per Aspergillus 
(A. flavus) i Fusarium. A Kansas i Alabama (USA) segons DIENER 
i c o i s . (1981) l e s f l o r i d u r e s predominants eren Curvularia, 
Penicillium, Aspergillus i Mucor. 

En e l b l a t de moro son e l s generes Aspergillus i Penicillium 
e l s presents en totes l e s mostres. Destaca com a especie mes 
important A. flavus seguida d'A. niger, Aquests r e s u l t a t s son 
semblants a i s obtinguts per SANCHIS i c o i s . (1980) i VIÑAS i 
c o i s . (1984). També presenten una contaminació important per 
part de soques deis generes fusarium i Rhizopus, La 
contaminació de grans de b l a t de moro es pot veure a l a 
Fotografía 1. 

Aquest aspecte q u a l i t a t i u és bastant semblant en ambdós tipus 
de b l a t de moro. E l b l a t de moro estranger, pero, presenta un 
major nombre de mostres infectades per Aspergillus fumigatus, 
pero en general és en 1'aspecte q u a n t i t a t i u on es podran trobar 
d i f e r e n c i e s . Aqüestes dades respecte a l b l a t de moro estranger 
son raolt assemblades a l e s obtingudes per SANCHIS i c o i s . 
(1980), encara que e l l s teñen l l a v o r s amb menys percentatge de 
Mucorals que e l s que nosaltres hem obtingut. Les especies 
d'Aspergiilus que s'han a l l l a t de b l a t de moro estranger 
provinent d'América son s i m i l a r s a l e s trobades per MUSZKAT i 
c o i s . (1988) a I s r a e l en b l a t de moro importat d'USA. 
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Taula 17.- Aspecte q u a l i t a t i u de l a infecció fúngica deis 

diferents tipus de b l a t de moro mostréjats. 

Floridura Infecció 

BM nacional BM estranger Blat de moro 

Aspergillus lOO^ÍlS)" 100 (18) 100 (33) 
A.flavus 100 (15) 100 (18) 100 (33) 
A.niger 87 (13) 83 (15) 85 (28) 
A.glaucus 47 (7) 33 (6) 40 (13) 
A.ochraceus 7 (1) 5 (1) 6 (2) 
A.candidus 47 (7) 39 (7) 42 (14) 
A,fumigatus 60 (9) 83 (15) 73 (24) 
a l t r e s Asp 0 17 (3) 9 (3) 

Penicillium 100 (15) 100 (18) 100 (33) 
Pen.biv.as" 100 (15) 100 (18) 100 (33) 
Pen.biv.sim" 0 5 (1) 3 (1) 

Fusarium 93 (14) 94 (17) 94 (31) 
Alternaria 20 (3) 11 (2) 15 (5) 
Mucorals 100 (15) 94 (17) 97 (32) 
MED* 0 5 (1) 3 (1) 
A l t r e s 0 5 (1) 3 (1) 

INFECCIÓ 100 (15) 100 (18) 100 (33) 

a) Ptrcantatg* d* ll a v o r i 
b) Noabr* ám aoiitxM 
o) P»nlalllium b i v a r t i c l l . l a t asiiiétrlo 
d) PaalcUllum blvartleil.Xat aluétrlo 
• ) Micali aatérll dauatiaoi 
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b) Incidencia auantitativa de l a infecció fúngica. 

La quantificació de l a infecció fúngica en cada un deis 
cereals, i en e l s diferents t i p u s de b l a t de moro en 
p a r t i c u l a r , es pot observar a les Taules 18 i 19, 
respectivament. 

E l s percentatges de cada f l o r i d u r a son molt variables segons 
e l c e r e a l . Podríem destacar en quantitat, per sobre de t o t s , 
e l genere Aspergillus (>65% en b l a t de moro, 33% en ordi) i 
concretament l'AspergilIus flavus (55% en b l a t de moro, 28% en 
o r d i ) . 

En e l b l a t , l a infecció mes important és per part d'AI t e r n a r i a 
(>25%) , seguida d'Aspergiilus i Mucorals amb un percentatge 
i n f e r i o r a l 20%, En quasi totes l e s mostres analitzades, un 
elevat percentatge d'infecció per part d'Alternarla h i 
correspon un baix percentatge d'infecció per part 
d'Aspergiilus, i a l a inversa. Aix5 obtenen CARBALLO i MIGUEL 
(1985), encara que en aquest cas e l predomini era de f l o r i d u r e s 
de magatzem. Podríem deduir que l e s mostres amb elevat 
percentatge d'Al t e r n a r i a son de mes recent emmagatzematge que 
le s que presenten elevat percentatge d'Aspergiilus. 

De l ' o r d i , com j a s'ha d i t , l a f l o r i d u r a present en major 
percentatge és Aspergillus. Idéntics r e s u l t a t s a i s nostres obté 
TROJANOWSKA (1991). S 'observa també que en l a majoria deis 
casos amb un percentatge d'infecció elevada d'Alternaria , l a 
presencia d'Aspergiilus és mes p e t i t a i a l a inversa, 
confirmant-se e l que s'ha d i t anteriorment. 
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Taula 18.- Aspecte quantitatiu de l a infecció fúngica deis 
cereals. 

Floridura Infecció 

Blat Blat de moro Ordi Sorgo 
N. mostres 8 33 17 17 

Aspergillus 18»(23)'' 67(23) 33(33) 16(13) 
A.flmnis 14(18) 55(30) 28(33) 13(12) 
A,niger 0 14(18) * 
A.glaucus 1(2) 2(5) * * 
A.ochraceus 1(2) ie 3(7) 0 
A.caadidus 2(6) 4(10) * 1(5) 
A.fumigatus 2(2) 8(11) 4(6) * 
A.terreus 0 0 0 * 
a l t r e s Asp, 0 * * 0 

Penicillium 7(7) 13(7) 8(8) * 
Pen biv.as** 7(7) 13(7) 8(8) 
Pen biv.sim* 0 * * 0 
Pen mon' 0 0 * 0 

Fusarium 1(3) 24(22) 2(3) 6(5) 
Alternaría 26(25) * 12(15) 34(20) 
Drechslera * 0 0 
Mucorals 15(20) 16(9) 18(15) 7(9) 
MED' 10(14) * 7(10) 1(3) 
A l t r e s 0 * * * 

IMFECCIÓ 68(22) 90(11) 66(19) 61(14) 

M. - Honbr» 
s) e«rc»ntatx;e> 
í» B««vlaold «pie» 
el < 1» 
d) PtiBiclUtum Mirwrtlcll.lat ntliilrtarlo 
a) Ptiiaclinum b l v t r c l c i l . l a t »lii»trio 
f) Paalcllllum nonovwrtlcll.lat 
q) H l c a l l antArll damatiaci 
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Quant a l sorgo, és e l que presenta un percentatge d'infecció 
més baix. La f l o r i d u r a més present és Alternaria (33%). E l 
mateix percentatge va obtenir EL SHAFIE i WEBSTER (1981), 
encara que a e l l s e l percentatge major e l presentava Curvularia 
(42%) i nosaltres no n'hem trobat. La segueix de molt lluny 
Aspergillus (16%), seguint també e l mateix c r i t e r i quant a 
f l o r i d u r e s de camp i magatzem que presentaven les a l t r e s 
mostres. 

E l b l a t de moro , com era d'esperar, és e l que presenta una 
infecció més elevada. La f l o r i d u r a que més es troba és 
Aspergillus amb un percentatge realment important com és un 
66%. A. flavus amb un 55%, és 1'especie predominant. Aquest 
percentatge no és tan elevat com 1'obtingut per VIÑAS i c o i s . 
(1984), que era d'un 77%. Cal f e r re f e r e n c i a també, a l 24% del 
genere Fusarium. Revisant l e s dades de l e s mostres (Taules 80 
i 81 de 1'annex 1) es pot veure que més d'un 90% de l e s mostres 
de b l a t de moro quan presenten un elevat percentatge d'infecció 
per part d' Aspergillus, presenten alhora un percentatge 
clarament i n f e r i o r d'infecció per part de Fusarium, i a l a 
inversa. Tan s o i s en dos mostres de b l a t de moro nacional, l a 
infecció d'ambdues f l o r i d u r e s és molt semblant. 

E l b l a t de moro nacional presenta una major infecció fúngica 
en comparado amb 1'estranger. E l percentatge d'Aspergilius és 
semblant, pero amb una d e s v i a d o més elevada en e l cas del 
nacional. L'estranger presenta una major infecció per part 
d'A. fl a v u s , pero e l nacional e l supera en percentatge 
d'A. niger i d'A. fumigatus. Aquest últim apareixia en major 
nombre de mostres de b l a t de moro estranger. E l genere 
Fusariuffl, segon en presencia q u a n t i t a t i v a , és més abundant en 
e l cas del nacional. En ambdós tipus de mostra l a d e s v i a d o és 
forga elevada, cosa que ens in d i c a que teníem mostres amb molta 
infecció i d ' a l t r e s sense o amb molt poca. E l te r c e r l l o c en 
e l percentatge d'infecció, quantitativament parlant, 1'ocupen 
e l s Mucorals, essent Rhizopus e l genere predominant. Hi son 
presents en major nombre en e l b l a t de moro nacional. 
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Taula 19.- Aspecte guantitatiu de l a infecció fúngica deis 
diferents tipus de b l a t de moro. 

Floridura Blat de moro 

BMN" BME" BM" 
N. mostres 15 18 33 

Aspergillus 67^(28)* 67 (19) 67 (23) 
A,flavus 50 (39) 59 (21) 55 (30) 
A.niger 17 (23) 11 (12) 14 (18) 
A.glaucus 3 (5) 2 (4) 2 (5) 
A.ochraceus *« * * 

A.candidus 4 (6) 4 (13) 4 (10) 
A.fumigatus 10 (14) 7 (6) 8 (11) 
a l t r e s Asp. 0 * * 

Penicillium 12 (7) 14 (8) 13 (7) 
Pen.biv.as.' 12 (7) 14 (8) 13 (7) 
Pen. b i V. sim** 0 * 

Fusarium 30 (27) 19 (16) 24 (22) 
Alternaria * * * 

Mucorals 20 (10) 14 (8) 16 (9) 
MED' 0 * * 

A l t r e s 0 * * 

INFECCIÓ 92 (8) 87 (13) 90 (11) 

H. nostrea - Koxbra da sostraa 
a) Blat da au3ro nacional 
b) aiat da aoro aatrangar 
c) Blat da noro 
d) Parcantatga d'Infecció 
a) Daavlacia típica 
t) < x% 
g) Pa n i e i l l l a a b l v a r t l c i l . l a t a s l i t t r i c 
h) J>aiiolllJu« b i v a r t i o l l . l a t «laatric 
1) Klca l l e a t e r l l deaatlacl 
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En línies generáis, e l bl a t de moro d'origen nacional pot teñir 
mes problemes d'emmagatzematge, ja que e l percentatge 
d'infecció supera a l ' e x i s t e n t en e l b l a t de moro estranger. 
Pero e l f e t de qué aquest últim t i n g u i una infecció más elevada 
per part d'A..flavus ta que l a problemática s i g u i s i m i l a r en 
ambdós tipus de b l a t de moro. 

c) Relació entre infecció i a l t r e s pgrámetres no 
microbiológics. 

1. Htimitat/Infecció fúngica 

Com es pot veure a l a Taula 20, s i ens referim a l b l a t de moro, 
h i ha una relació d i r e c t a entre l a humitat i e l percentatge 
d'infecció. Així, a major contingut d'humitat, es detecta un 
percentatge d'infecció más gran, e l que corrobora l ' e s t u d i de 
WALLACE i c o i s . (1983). 

Les mostres d'ordi i b l a t presenten molt peques impureses; a 
más a mes, l a humitat d'aquestes és baixa. Tots aquests factors 
semblen i n f l u i r en e l s baixos percentatges d'infecció t o t a l . 
Aqüestes dades están d'acord amb e l s t r e b a l l s de SAUER i c o i s . 
(1984). 

No passa e l mateix amb e l sorgo, j a que l a infecció és baixa 
i l a humitat a l t a . Una possible e x p l i c a d o s e r i a que aquest 
material ha estat sotmés en un p r i n c i p i a humitats baixes i per 
tant l a infecció també ha estat baixa; posteriorment h i ha 
hagut un increment de l a humitat, c o i n c i d i n t amb e l moment de 
l a presa de mostres, pero l e s f l o r i d u r e s no han disposat de 
temps per incrementar e l seu nombre. 
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Taula 20.- Característiques de les mostres de cereals 
estudiados. 

Cereal Nombre Infecció Humitat Puresa N. mostres 
mostres (%) {%) (%) amb insectes 

Blat 8 68-(22)" 12(1) 92(6) 1 
BM* 33 90(11) 14(1) 83(7) 3 

BMN'* 15 92(8) 14(1) 84(5) 3 
BME* 18 87(13) 14(1) 81(9) 0 

Ordi 17 66(19) 12(1) 93(4) 3 
Sorgo 17 61(14) 14(*') 87(5) 2 

N. BoitTM - Noxbrt d* Bsitxaa 
«) P«rcantat9« 
b) D«»vlacl6 tiplea 
c) Blat da Boro 
d) Blat da aoro nacional 
a) Blat da aoro aatrangar 
t) < 1% 

2. Presencia d'insectes/Infecció fúngica 

S i mírem l a Taula 73 de 1'annex 1 i observem mostra per mostra, 
es pot veure que l e s tres de b l a t de moro, on s'hi havia 
detectat insectos presentaven una elevada infecció: dos e l 100% 
i una e l 88%. Les dues primores tenien una elevada contaminado 
por part d'Aspergilius (>95%) i de Fusarium (36%). Les tr e s 
mostres eren d'origen nacional i amb una humítat superior a l 
14%. Quant a l a puresa, l e s mostres amb un 100% d'infecció 
fúngica tenien valors superiors a l 80% i 1'altra mostra era 
superior a l 90%. 

A l e s mostres de sorgo en qué es van trobar insectos, l a 
infecció va ésser molt baixa (<50%), l a humítat bastant elevada 
(>12% i 13% respectivament) i l a puresa superior a l 80%. 



Les tres mostres d'ordi on es van trobar insectes presentaven 
infeccions de 66, 66 i 94%, humitats de 10, 10 i 11% i puresa 
de 94, 95 i 81%, respectivament. A l a v i s t a deis r e s u l t a t s , no 
se'n poden treure conclusions. 

d) Oualitat microbiolóaica de l e s mostres seaons e l c r i t e r i de 
CheDcowski. 

Segons CHELKOWSKI i c o i s . (1983) 1'índex de q u a l i t a t de l e s 
mostres ve determinat per l a freqüéncia de contaminació per 
part de le s f l o r i d u r e s de magatzem Aspergillus i Penicillium, 
considerant-se un métode básic per a l control de 
1'emmagatzematge deis grans. 

Com es pot observar a l a Taula 21, també r e c o l z a t per estudis 
r e a l i t z a t s per a l t r e s investigadors en si t g e s (VIÑAS i c o i s . , 
1984), e l b l a t de moro és e l cer e a l mes contaminat. Així un 97% 
de l e s mostres presenten una contaminació superior a l 30% per 
part de l e s f l o r i d u r e s abans citades. CHEUCOWSKI i n d i c a que un 
índex de q u a l i t a t I II o IV, com en e l cas del b l a t de moro, 
presuposa una gran p r o b a b i l i t a t de prodúcelo de micotoxines. 
Malgrat aquesta presumpció no s'ha trobat a f l a t o x l n a en cap 
d'aqüestes mostres. 

D'entre l e s mostres anallzades, l e s d'ordi han mostrar un índex 
de q u a l i t a t mltjana. Contrárlaraent e l sorgo 1 e l b l a t , amb uns 
índexs en qué predomina e l grup'I (53% i 63%, respectivament), 
s e ' l s pot considerar com menys propensos a l a prodúcelo de 
micotoxines. Cal destacar que cap mostra de sorgo presenta 
n i v e l l IV. 
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Taula 21.- Qualitat microbiológica de les mostres de cereals 
segons e l c r i t e r i de CHELKOWSKI. 

Cereals Nombre Qualitat 
mos-
tres I . Ib I,Ib I I I I I IV 

Blat 8 2- 3 5 0 2 1 
BM 33 O 1(3) 1{3) O 2(6)" 
30(91) 

BMN 15 O 1(7) 1(7) O O 14(93) 
BME 18 O O 0 0 2(11) 16(89) 

Ordi 17 5(29)0 5(29)4(23) 2(12) 6(35) 
Sorgo 17 2(12)7(41) 9(53)5(29) 3(18) O 

a) Kosbra da vostraa <íam praaantan Infaceló par part á'Xjsp«rgillum 1 PmniaiXXium, 
b¡ Pareantatg» da aoatraa 

- Infaccld da ̂ rana par part a'JUpmr^illua i rmalcUliam <S* 
I|j - rnfacclfl «ntra 5-10% 
1,1̂  - Infeccia antra 0-10% 
II • Infaccld antra 11- 30% 
Ul- Infaceid antra 31-50% 
IV » Infaceid > 50% 
BM - Blat da aoro 
sm - Blat da aoro naelonal 
SKI - aiat da asre aatrangar 

e) Qualitat microl?3,ol6qica segQns e l q r i t e r i de gontaminació 
fünaica de magatzem enfront e l de camp. 

En aquest apartat s'intentará veure l a q u a l i t a t de l e s mostres 
analitzades basant-nos en e l c r i t e r i de quina contaminació és 
l a que predomina, l a provinent d e l camp o l a de magatzem. S'ha 
de teñir en compte que malgrat teñir aqüestes denominacions, 
a vegades una mostra pot venir d e l camp j a contaminada amb 
Aspergillus o Penicillium. Aquesta p r o b a b i l i t a t no és molt 
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a l t a , pero en cas de donar-se, l a contaminació per aquests 
generes no és molt important s i es compara amb l a que es pot 
produir durant 1'emmagatzematge. 

La Taula 22 mostra e l s r e s u l t a t s de l e s mitjanes de cada 
cereal quant a f l o r i d u r e s de camp, representades principalment 
per especies del genere Fusarium, Alternaria, Drechslera, 
Cladosporiumí i e l s de magatzem, representats per Aspergillus, 
Penicillium i Mucorals. 

Taula 22.- Incidencia de f l o r i d u r e s de camp i de magatzem en 
les mostres de cereals. 

Cereal Nombre Floridures 
mostres 

Magatzem Camp 

Blat 8 
Blat moro 33 

BMN 15 
BME 18 

Ordi 17 
Sorgo 17 

36,25* (27,24)'' 
76,24 (17,90) 
76,93 (19,39) 
75,66 (17,11) 
45,53 (32,18) 
21,76 (16,57) 

26,75 (24,68) 
24,48 (22,52) 
30,26(27,63) 
19,67 (16,48) 
15,88 (16,16) 
40,00 (20,33) 

a) J!ltj«n» tS» 1» lnf«cci6 p«r p«rt á« floridor»» 
b) 0e«vlaol6 t i p l e a 
BMN - Blat da aoro nacional 
BUS • Blat da Moro «atrancar 
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En e l cas del b l a t , malgrat les peques mostres analitzades, h i 
ha un predomini de l l a v o r s infectados per f l o r i d u r e s de 
magatzem. No obstant, l a dif e r e n c i a no és tan gran, i s i tenim 
en compte l e s desviacions, l a paraula predomini no s e r i a l a més 
indicada, sino que en aquest cas h i ha més incidencia. 

En e l cas del b l a t de moro sí que es veu un c i a r predomini de 
f l o r i d u r e s de magatzem enfront les de camp. Tampoc h i ha molta 
d i f e r e n c i a entre l e s d'origen nacional i les estrangeres, 
encara que com és lógic, l e s d'origen nacional teñen més 
incidencia de f l o r i d u r e s de camp que l e s de magatzem, peí f e t 
que l e s importades porten molt més temps emmagatzemades que no 
pas l e s a l t r e s . Malgrat aixó, l a mitjana presentada per ambdós 
tipus de b l a t de moro respecte a f l o r i d u r e s de magatzem és 
prácticament i g u a l . Podriera deduir de t o t aixó, que l a q u a l i t a t 
d'aqüestes l l a v o r s no és tan bona com s e r i a d'esperar. Una 
mitjana de 76% de mostres contaminades amb f l o r i d u r e s de 
magatzem és realment elevada, s i es té en compte que moltes 
d ' e l l e s poden ser productores de micotoxines, amb l a conseqüent 
a l t e r a d o que poden produir a l producte. S i ho comparem amb l a 
mitjana obtinguda de f l o r i d u r e s de camp, e l que podem veure és 
que en l e s d'origen estranger l a presencia d'aqüestes 
f l o r i d u r e s és més baixa. Aqüestes han estat substituidos per 
le s de magatzem. E l f e t de trobar f l o r i d u r e s de camp demostra 
que s'han donat l e s condicions per a l a infecció del gra per 
aqüestes, i malgrat que en e l moment de 1'análisi (després de 
l'emmagatzenlatge) l a concentració no és molt important, s i 
aqüestes f l o r i d u r e s havien produit alguna substancia tóxica, 
l a trobarem en e l producte f i n a l . 

A l e s mostres d'ordi h i ha un predomini de f l o r i d u r e s de 
magatzem enfront l e s de camp, bastant d i f e r e n c i a t . 

Les de sorgo son l e s úniques que presenten un predomini de 
f l o r i d u r e s de camp davant l e s de magatzem. 



1.3.2.- Pilosos 

La incidencia de l e s diferents f l o r i d u r e s en l e s mostres de 
pinsos estudiades es mostra a les Taules 23 i 24. 

La gran v a r i e t a t de components que té un pinso, així com e l s 
diferents tractaments que hagi pogut s o f r i r , fa que es puguin 
donar r e s u l t a t s diversos. Segons PASCUAL ANDERSON (1992) es 
suggereix que l a q u a l i t a t higiénico-sanitária de cereals és 
correcta quan e l nombre de soques no toxigéniques está entre 
1.10^-1.10* u.f.c./g mostra. 

Segons JARVIS i c o i s . (1983) l a quantitat de mostra a a n a l i t z a r 
és un factor determinant, perqué l a varianga deis exemples 
estudiats s i g u i com raes p e t i t a m i l l o r . Així nosaltres hem 
emprat tan s o i s 20 g i e l l s aconsellen mes de 50, encara que 
segons HASTINGS i c o i s . (1984) no h i ha d i f e r e n c i a segons e l 
métode emprat. 

a) Aspectes q u a l i t a t i u s i quantitatius de l a infecció fúnaica. 

Totes l e s mostres estudiades, a excepció d'una per a porcs, 
varen presentar contaminació fúngica, encara que a n i v e l l s molt 
d i f e r e n t s . 

Les destinados a l consum de l e s aus presentaven un recompte 
molt variable i amb una d e s v i a d o molt elevada, assemblat a i s 
obtinguts per BRAGULAT (1990) , CHELKOWSKI (1991) i PURWOKO i 
c o i s . (1991). Totes l e s mostres presentaven contaminado per 
Aspergillus , essent A. fumigatus el mes present en nombre de 
mostres (8/11), seguit d'A. candidus (6/11) i A. flavus (5/11). 
En a l t r e s estudis, com e l de BRAGULAT (1990), A. flavus és 
1'especie predominat. Penicillium i Fusarium serien e l s a l t r e s 
generes a considerar ja que apareixen en 6/11 i 4/11 mostres. 
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Els r e s u l t a t s son semblants a i s obtinguts per BRAGULAT (1990) 
i lleugerament i n f e r i o r s a i s de CHELKOWSKI (1991) que obté un 
40% de Penicillium. En general, també acompleixen que s i l a 
infecció és de camp, l a de magatzem és mes baixa i a l a 
inversa. 

Taula 23.- Aspecte q u a l i t a t i u de l a infecció fúngica deis 
pinsos. 

Pinso per a aus Pinso per a porcs 

Nombre de mostres 11 13 

Infecció 11»(100)'' 12 (92) 

Aspergillus 11 (100) 12 (92) 
A.flavus 5 (45) 8 (61) 
A.niger 2 (18) 3 (23) 
A.glaucus 0 1 (8) 
A.candidus 6 (54) 8 (61) 
A.fumigatus 8 (73) 6 (46) 
A.terreus 2 (18) 3 (23) 

Penicillium 6 (54) 9 (69) 
Fusarium 4 (36) 5 (38) 
Alternaria 0 3 (23) 
Mucorals 2 (18) 8 (61) 
A l t r e s 3 (27) 4 (31) 

8) HoiAara da soatraa aab contaminada {dn;lca 
b) Parcantatqa 
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Taula 24.- Aspecte qu a n t i t a t i u de l a infecció fúngica deis 
pinsos. 

Pinsos per a aus Pinsos per a porcs 

Nombre de mostres 11 13 

Recompte fúngic 1,9x10= (5,5x10*)* 1,5X10= (2,5x10=) 
(u.f.c./g mostra) 

Aspergillus 70" (32)* 57 (31) 
A.flavus 14 (25) 5 (7) 
A.niger *<= * 

A.glaucus 0 8 (28) 
A.candidus 7 (12) 22 (23) 
A.fumigatus 34 (33) 15 (31) 
A.terreus 14 (32) 8 (28) 

Penicillium 12 (27) 12 (13) 
Fusarium 14 (21) 5 (11) 
Alternaria 0 1 (3) 
Mucorals * 2 (27) 
A l t r e s 4 (9) 12 (20) 

a) OaavlBclá típica 
b) Parcantatga 
o) < 1% 

De l e s mostres de pinsos per a porcs c a l destacar que 
Aspergillus és e l genere més important, i dins d'aquest 
A, flavus i A. candidus (8/12) quant a nombre de mostres 
infectados. Respecte a l a quantitat és A. candidus (21%) l a més 
important i després A. fumigatus (14%), que encara que tan s o i s 
apareix en 6 mostres, té un percentatge d'infecció superior a l 
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presentat per A. flavus (4%). Penicillium és l ' a l t r e genere 
important en nombre de mostres (9/12) i relativament en 
quantitat (12%). Els Mucorals també son interessants quant a 
nombre de mostres (8/12) pero no en quantitat (2%). En general 
es pot d i r que l a infecció per part de f l o r i d u r e s de camp és 
menys important. 

De l a mostra de pinso per a c o n i l l s c a l destacar que presenta 
un recorapte baix (220 u.f.c./g mostra), que está dins del 
mateix rang obtingut per BRAGULAT (1990). La contaminació és 
exclusivament per part de f l o r i d u r e s de camp: Claáosporium i 
Fusarium. Tedricament, peí recompte obtingut, aquesta mostra 
és de q u a l i t a t higiénico-sanitária correcta (PASCUAL ANDERSON, 
1992), pero en canvi una de les soques de Fusarium a i l l a d e s ha 
r e s u l t a t productora de toxines (Taula 95 de l'annex 3). Aix6 
confirma e l que diu MISLIVEC (1984) respecte a que no sempre 
un recompte de viables i n d i c a que e l producte e s t i g u i bé, sino 
que c a l precisar quin tipus d'especies h i son presents. La 
mostra de pinso per a corders presenta únicament contaminació 
per Aspergillus, concretament A. fumigatus sobre un recompte 
encara mes baix (< 50 u.f.c./g de mostra) que en l a de c o n i l l s . 
A l a mostra de pinso per a vaques predomina contaminació de 
camp per Fusarium (64%) i un tant per cent mes p e t i t 

Aspergillus (32%), r e s a l t a n t l'espécie A. candidus (25%), 
sobre un recompte de 5,8x10* u.f.c./g de mostra. 

b) Relació infecció fünaica i a l t r e s parámetres no 
microbiológjcs 

Tan sois podem relacionar l a infecció deis pinsos amb l a 
humitat , ja que en cap mostra es van trobar insectes o a l t r e s 
organismes v i u s . A l a Taula 25 veiem l a mitjana del recompte 
fúngic, l a desviació que presenta cada grup de pinsos i l a 
mitjana d'humitats. 
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Taula 25.- Caracteristiques de les mostres de pinsos 

Pinsos Nombre N. mostres Recompte* 
u.f.c./g 

Humitat*" 
mostres infectades (%) 

AUS 
Porcs 

11 
13 12 

11 1,9x10^(5,5x10^) 
1,5X10^(2,5X10^) 

11 (1) 
10 (0,7) 

H. Bostres o Nonbra Úm soatras 
a) Hitjana dais racosptas da totat X«* itoatras assajadaa i la dasviacid tiplea. 
b) Hit^jans d« las husitats da tota* Imm xottrma aasajadaa i la aava dasviacid tipies 

Del pinso per a aus, l a mostra amb major infecció (1,8x10*) té 
una humitat d'un 11,54%, i en canvi d ' a l t r e s amb humitats 
superiors (12,13 i 12,31) presenten infecció molt i n f e r i o r (356 
i 174 u.f.c./g , respectivament). S i es miren e l ti p u s de 
f l o r i d u r e s d'aquests pinsos es veu que 6 de les 7 mostres en 
que h i ha elevat percentatge á*Aspergillus teñen una humitat 
superior a 1'11% . Les dues mostres que presenten elevat 
percentatge d'A. terreas també teñen una humitat per sobre de 
1'11%. Pero en canvi l e s mostres amb elevat percentatge 
d'infecció per part d'A. fumigatus tan s o i s 4 de 6 tenien 
humitat superior a 1'11%. 

Les variacions en e l cas del pinso per a porcs son encara mes 
grans. E l s que presenten una infecció de l 100% per part 
d'Aspergiilus presenten humitat i n f e r i o r a l 10% , pero a 
constatar que cap d ' e l l e s presenta infecció per part 
d'A. flavus, sino una d'A. glaucus, una a l t r a d'A. fumigatus 
i l e s a l t r e s d'A. terreus. Destacar que quasi totes l e s 
infectades per A. candidus tenien humitat superior a l 10%. 
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E l pinso per a c o n i l l s té una humitat baixa (8.5%), un recompte 
baix (220 u.f.c./g) i f l o r i d u r e s de camp. E l pinso per a 
corders presenta una humitat un x i c més a l t a (9.4%), e l 
recompte és més baix (47 u.f.c./g) i només és present 
As p e r g i l l u s fumigatus. S i ens fixem en e l s r e s u l t a t s del pinso 
d'aus, podrem a r r i b a r a d i r que A. fumigatus té un espectre més 
ampli de creixement. La mostra de pinso per a vaques presenta 
una humitat i n f e r i o r a l 10%, un recompte a l t (5,8 x 10* 
u.f.c./g), amb predomini de f l o r i d u r e s de camp (64%) i essent 
Aspergillus candidus 1'Aspergillus predominant. 

Aquesta gran v a r i a b i l i t a t l a podriera a t r i b u i r a l a contaminació 
i n d i v i d u a l deis grans amb elevats n i v e l l s d'una f l o r i d u r a 
e s p e c i f i c a o estructures d'espores, de t a l forma que després 
d'elaborat e l pinso, 1'elevat conteig deis propáguls r e s u l t a 
de l a desintegrado d'estructures. E l rang d'una aparent 
contaminació pot dependre de molts factors, i n c l o e n t - h i l a 
naturalesa de l'exeraple. 

c) Qualitat microbiolódca de l e s mostres seaons e l c r i t e r i de 
CHELKOWSKI. 

A 1'igual que s'ha f e t per a i s cereals s'ha procedit amb l e s 
mostres de pinsos, com es pot veure a l a Taula 26. 

La gran majoria de mostres de pinsos per a aus i per a porcs, 
i també 1'única mostra que es té de pinso per a corders, están 
en l a zona IV, o s i g u i amb elevada p r o b a b i l i t a t de producció 
de micotoxines. La de c o n i l l s s e r i a , teóricament, l a menys 
propensa, ja que es troba a n i v e l l I. 
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Taula 26.- Qual i t a t microbiológica deis pinsos segons e l 
c r i t e r i de CHELKOWSKI 

Pinsos Nombre Qu a l i t a t (n. mostres) 
mostres . 

I , Ib lalb I I I I I IV 

Aus 11 0 0 0 o 2" 9 
Porcs 13 1 0 1 1 O 11 

H. nostrafl « Ko»br« d« aostr«a 
a] Noobra da aoatraa qua praaantan Intaccld par part d'Aapargillus 1 P»alcllliiim. 
1^ " infeooid par part ñ'ÁspaxyUlaM l Paiúcllllum < s« 
I, j » Inf eccia antra 5-10 % 
Ijl¡, - intecoié antra 0-10% 
II - Infaceift entra 11-30% 
III • Infacoií entra 31-S0% 
IV . Infecclú > 50% 

d) Oual i t a t microbiológica de l e s mostres seaons e l c r i t e r i de 
contaminació fúngica de magatzem enfront e l de camp. 

En aquesta ocasió es va t r e b a l l a r amb e l s percentatges de cada 
tipus de f l o r i d u r a obtinguts, per t a l de veure l a q u a l i t a t del 
producte. A l a Taula 27 es poden veure l e s mitjanes obtingudes 
i l a seva d e s v i a d o . 

Malgrat e l poc nombre de mostres, podem d i r que a l pinso per 
a aus predominen l e s f l o r i d u r e s de magatzem, essent e l 
percentatge realment elevat. E l mateix passa amb l e s mostres 
de pinso per a porcs, i en l a mostra de pinso per a corders. 

Hi ha pero dos casos d i f e r e n t s , com ara son les dues mostres 
de pinso, una per a c o n i l l s i 1'a l t r a per a vaques, on e l 
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predomini és de f l o r i d u r e s de camp. La q u a l i t a t en aquests 
casos podríem d i r que f i n s a un c e r t punt pot semblar m i l l o r 
que en e l s a l t r e s , pero després de r e a l i t z a r l'análisi química 
per detectar l a presencia d'aflatoxina, en l a mostra de pinso 
per a c o n i l l s se n'ha trobat. E l que podem d i r amb t o t aixo és 
que n i 1'índex de CHELKOWSKI és tan f i a b l e com pot semblar, n i 
e l comparar diferents tipus de contaminació ens pot aportar 
tantes solucions com s e r i a d e s i t j a b l e . 

Taula 27.- Incidencia de f l o r i d u r e s de camp i de magatzem en 
les mostres de pinsos. 

Pinsos Nombre Floridures 
mostres 

Magatzem Camp 

Aus 11 82,36» (23,35)" 13,63 (21,16) 
6,23 (12,88) Porcs 13 71,85 (32,08) 

a) Mitjana da l a Infaceid par part da florlduraa 
B) Daawlacld típica 
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1.3.3.- Colza 

a) Aspectes g u a l i t a t i u s i auantitatius de l a infecció fúnaica. 

Totes les mostres de colza varen r e s u l t a r contaminades, com es 
pot veure a l a Taula 28. Les mostres que venien f l o r i d e s es va 
intentar sembrar-Íes en e l medi de c u l t i u a l que havíem a f e g i t 
rosa bengala, per t a l de re d u i r e l possible creixemnt 
d'especies de creixement in v a s i u (BRAGULAT i c o i s . , 1991), pero 
varem teñir molts problemes i algunes f l o r i d u r e s van ser 
inhibides, t a l com afirma JARVIS i c o i s , (1983), i es va 
desestimar l a seva utilització. 

E l p r i n c i p a l genere és Aspergillus (114/118) [Fotografía 2] i 
dins d'aquest c a l destacar A. flavus (93/118), seguit a mes 
di s t a n c i a per A. glaucus (56/118). E l percentatge de l l a v o r s 
infectades suposa un 36% d'Aspergiilus amb un 24% d'A. flavus. 

Resultats assemblats a i s obtinguts per LINDSAY (1984). 

E l genere P e n i c i l l i u m apareix en 112 mostres de 118 i e l seu 
percentatge de l l a v o r s infectades és lleugerament semblant a l 
d'Aspergiilus (38%). 

Les f l o r i d u r e s de camp son també apreciables, així Mternaria 

apareix en 99/118 mostres i amb una infecció un x i c i n f e r i o r 
a Aspergillus (33%). Aix5 es pot l l i g a r amb l a correlació 
s i g n i f i c a t i v a entre temps d'emmagtzematge, que és relativament 
curt, i infecció de l e s l l a v o r s per part d'Alt&rnaria (WALLACE 
i c o i s . , 1983). 

Fusarium apareix en 64/118 mostres i Cladosporium en 40/118 , 

pero amb una infecció molt p e t i t a (< 5%). 

ün 77% de l e s mostres segueixen una relació inversa respecte 
a l percentatge de f l o r i d u r e s de camp i e l percentatge de 
f l o r i d u r e s de magatzem. 
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Taula 28.- Aspecte q u a l i t a t i u i quantitatiu de l a infecció 
fúngica de l e s mostres de colza 

Floridures Infecció 

Mostres Grans 

Aspergillus 114" (97)" 36" (34)"^ 
A. flavus 93 (79) 24 (31) 
A.niger 41 (35) 8 (21) 
A.glaucus 56 (47) 6 (15) 
A.ochraceus 16 (13) 1 (7) 
A. candidus 27 (23) *• 
A.fumigatus 4 (3) * 
A.terreus 6 (5) * 

Penicillium biv.as. 112 (95) 38 (30) 
Penicillium mon. 1 (*) * 
Fusarium 64 (54) 4 (10) 
Alternarla 99 (84) 33 (26) 
Ciadosporium 40 (34) 4 (10) 
Mucorals 57 (48) 6 (13) 
MED 60 (51) 3 (5) 
A l t r e s 34 (29) 2 (5) 

INFECCIÓ 118 (100) 91 (13) 

«) KOBbr» da matraa qaa praaan«an Intaccid ftoglca 
b) Parcantatga 
c) Parcantatga da grana qua praaantan Iníaccid tflnglea (altjana) 
d) Daavlacid típica 
a) < It 
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b) Relació entre infecció fúngica i a l t r e s parámetres no 
microbiológics seaons comarca d'origen. 

Els r e s u l t a t s venen expressats a l a Taula 29. Aquelles 
comarques d'on se'n teñen menys de deu mostres, i per tant e l s 
resu l t a t s no son del t o t s i g n i f i c a t i u s , presenten en l a majoria 
de casos major infecció per part de f l o r i d u r e s de magatzem, a 
excepció de l e s del Berguedá on predominen les de camp. S'ha 
r e a l i t z a t aquesta análisi segons comarques, perqué t a l com 
diuen CHELKOWSKI i c o i s . (1983), l a contaminació fúngica depén, 
entre a l t r e s f a c t o r s , de l a regió i de l e s condicions 
climátiques. 

Les 20 mostres o r i g i n a r l e s del Bages presenten contaminació per 
part d'Aspergilius i Alternaria, pero l a infecció per part 
d'aquesta última és un x i c superior (45%) sobre un 30% 
d'Aspergilius. A destacar també, l a importancia del genere 
Penicillium. Les t r e s mostres on es van trobar organismes vius 
presenten una elevada infecció, una d ' e l l e s amb un 100% 
d'infecció; dues amb predomini de f l o r i d u r e s de magatzem i 
1'altra de camp. L'a^ de l e s t r e s també és elevada. O s i g u i que 
en aquests t r e s casos e l predomini d'organismes vius amb 
elevada a^ ha ajudat a teñir una infecció elevada. S is mostres 
presenten un 100% d'infecció i totes teñen una a„ superior a l 
0,8, una d ' e l l e s i g u a l a 1. Sembla que va bastant relacionada 
infecció elevada i a„ elevada, com afirma MACAN (1991), pero en 
algún cas s'ha donat una a„ baixa (0,68 i 0,5) i l a infecció 
elevada (90 i 88 % ) , amb predomini de f l o r i d u r e s de camp. Aixó 
pot ésser degut a que h i ha un creixement fúngic, després 
s'asseca l a mostra i l e s f l o r i d u r e s queden en e l producte. 

De l e s 26 mostres o r i g i n a r l e s d e l Girones on e l genere 
Aspergillus és present en 25/26 mostres, Penicillium en 24 i 
Alternaria en 23, e l percentatge d'infecció és molt v a r i a b l e : 
40 , 26 i 36 % respectivament. Set mostres han presentat un 
100% d'infecció. D'aqüestes, s i s teñen l'a„ superior a 0,8 (en 
cinc predominen l e s f l o r i d u r e s de magatzem i a 1' a l t r a no n'hi 



ha cap que destaqui) i 1'altra té a« igual a 0,7 i predomini de 
fl o r i d u r e s de camp. De l e s set mostres amb elevada infecció 
(>90%) i a„ no molt elevada (< 0,7), en cinc h i ha predomini 
c i a r d'infecció per part de f l o r i d u r e s de camp i en l e s a l t r e s 
dos no es veu un predomini c i a r per part de cap f l o r i d u r a . 

Les 11 mostres de l a L l i t e r a presenten contaminació per part 
de Penicillium, seguit d'üspergillus i Alternaria. Els 
percentatges d'infecció també son superiors en e l cas de 
Penicillium, pero superior e l Alternaria (33%) enfront 
Aspergillus (26%), encara que contamina una mostra menys. 
L'única mostra on es van trobar insectes presenta una elevada 
infecció, pero una a„ no massa elevada (0,7), i tampoc es veu 
c i a r e l predomini de cap tipus de f l o r i d u r a . Ens trobem davant 
de mostres que presenten una a„ bastant baixa, ja que no n'hi 
ha cap que a r r i b i a 0,8, pero l a infecció és bastant elevada, 
ja que totes son >90% . En aquests casos no es veu un predomini 
de f l o r i d u r e s de camp, i en l a majoria de casos no h i ha 
predomini c i a r de cap tipus de f l o r i d u r a . 

Les 15 mostres d'Osona presenten totes contaminació per part 
de Penicillium, Alternaria i Cladosporium, seguides per 
Aspergillus que n'infecta 14. E l s percentatges d'infecció son 
del 16, 31, 18 i 10% respectivament, amb predomini de les 
f l o r i d u r e s de camp. La mostra on es van trobar cargols, 
presenta una infecció no molt elevada (78%) i una a„ baixa 
(0,69), peí que no podem d i r que si g u i n e l s cargols e l s 
responsables de 1'increment de l a infecció. Hi ha dues mostres 
amb un 100% d'infecció, una d ' e l l e s amb una a„ realment baixa 
(0,5) i l a infecció per part de f l o r i d u r e s de camp. 

Penicillium i Aspergillus contaminen l e s 12 mostres o r i g i n a r l e s 
de l a comarca de l ' U r g e l l , amb una infecció del 74 i 72% 
respectivament, o s i g u i amb un c i a r predomini de f l o r i d u r e s de 
magatzem. Un 50% de les mostres presenta un 100% d'infecció i 
totes e l l e s amb a« >0,7 . 
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c) Qualitat microbiológica de les mostres seaons e l c r i t e r i de 
CHELKOWSKI. 

Encara que aquest autor ho f a c i s e r v i r per a cereals, s'ha 
cregut oportú aplicar-ho a l e s mostres de colza. E l s r e s u l t a t s 
es poden veure a l a Taula 30 i venen expressats per comarques. 

La majoria de l e s mostres (64%) presenten una contaminació 
superior a l 50%, amb un predomini c i a r de mostres amb 
contaminació de magatzem. Implica també, un gran p e r i l l en l a 
possible producció de micotoxines. 

d) Oualitat microbiológica segons e l s c r i t e r i de contaminació 
fúngica de magatzem enfront e l de camp 

Seguint e l s mateixos c r i t e r i s que s'ha f e t s e r v i r per a l e s 
mostres de cereals i l e s de pinsos, s'ha cregut oportú veure 
l a q u a l i t a t d'aqüestes mostres segons e l ti p u s de contaminació. 
Els r e s u l t a t s es poden veure a l a Taula 31. 

En general, h i ha un predomini de f l o r i d u r e s de magatzem 
(aproximadament e l doble) enfront l e s de camp. Aixó ens f a 
pensar que moltes d'aqüestes f l o r i d u r e s han contaminat a l e s 
mostres o bé en e l camp, o bé durant e l transport o en e l breu 
temps que han estat emmagatzemades. 

Observant e l s r e s u l t a t s per comarques, son l e s mostres de 
l ' U r g e l l l e s que presenten un c i a r predomini de f l o r i d u r e s de 
magatzem. Aixó reafirma encara més e l que s'ha d i t abans, j a 
que aqüestes mostres eren de l a zona on després es van 
emmagatzemar totes, o s i g u i curt transport i curt 
emmagatzematge. De les a l t r e s comarques amb un nombre s u f i c i e n t 
de mostres, no h i ha d i f e r e n c i a c l a r a entre ambdós tipus de 
contaminacions. 
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Taula 30.- Quali t a t microbiológica de les mostres de colza 
segons e l c r i t e r i de CHELKOWSKI. 

Comarca Nombre 
mos

Qualitat 

t r e s I, Ib I.I. II III IV 

Anoia 2 2 
A. Emp° 4 1» 1 2 
B. Emp"* 8 2 1 5 
Bages 20 1(5) 4(20) 5(25) 3(15)" 4(20) 
Berguedá 5 1 1 1 2 1 
Girones 26 1(4) 1(4) 8(31) 3(11) 14(54) 
Noguera 2 1 1 
Osona 15 4(27) 4(27) 6(40) 4(27) 1(7) 
Segarra 5 5 
Segriá 5 1 4 
ürgell 12 12(100) 
Valles Or' 1 1 

Catalunya 105 3(3) 8(8) 11(10)22(21) 17(16) 55(52) 

Huesca 1 1 
L l i t e r a 11 3(27) 8(73) 

Aragón 12 4 8 

Navarra 1 1 

TOTAL 118 3(2) 8(7) 11(9)22(19) 21(18) 64(54) 

a) N o ^ a da matraa qua prasantan Infaccld par part d'JUpargtilIua 1 PaBlaiUlam. 
b] Parcantatga da «oatrea 
ca A l t EapordAr d> Balx Eapordi 
a- valiaa orlantal 
I, - Infaeeló par part d'JlaparsíIIua 1 Paalellliu» < S% 
Ij, " Iisfaoctd antxa S-10 » 
1,1̂  - Intacolú antra 0-10% 
II - Infaoeld antra 11-30% 
III - Infaoolá antra 31-50% 
IV - > 50% 
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Taula 31.- Incidencia de f l o r i d u r e s de camp i de magatzem en 
les mostres de colza segons comarca d'origen. 

Comarca Nombre Floridures 
mostres 

Magatzem Camp 

Ano i a 2 96,00''(5,66)'' 0 
A.Emp° 4 65,50 (33,28) 48,00 (36,04) 
B. Emp** 8 59,75 (30,95) 48,50 (24,50) 
Bages 20 47,60 (35,07) 53,70 (22,05) 
Berguedá 5 37,60 (32,69) 69,20 (12,19) 
Girones 26 56,84 (33,46) 42,00 (28,50) 
Noguera 2 77,00 (24,00) 18,00 (2,82) 
Osona 15 34,67 (17,40) 54,93 (21,50) 
Segarra 5 99,60 (00,89) 9,60 (10,00) 
Segriá 5 74,40 (18,46) 38,80 (20,52) 
U r g e l l 12 93,83 (09,70) 2,83 (05,87) 
V a l l e s or^ 1 28,00 6,00 

Catalunya 105 59,50 (33,29) 40,32 (28,77) 

Huesca 1 48,00 34,00 
L l i t e r a 11 69,82 (19,77) 40,18 (24,94) 

Aragón 12 68,00 (19,87) 39,67 (23,84) 

Navarra 1 74,00 6,00 

TOTAL 118 60,49 (32,10) 39,97 (28,27) 

a! Mitjana da l a Infacelá par part da floridoraa 
b) Daavlacid tiplea 
c- Alt Esporda 
d- Baix Ezpordk 
a> vallka orlantal 
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2.- SOQUES AÍLLADgg DS LES POSTRES ANALITZADES 

Com que no es podien a l l l a r totes l e s soques, es va d e c i d i r 
intentar a x i l a r totes l e s i d e n t i f icades com Aspergillus flavus, 
per t a l de determinar l a seva potencial capacitat de prodúcelo 
d'aflatoxlna. La presencia de mucorals a l a placa ha Impedlt 
de f e r aillaments exhaustius tant d'A. fl a v u s cora d'altres 
generes que es deta l l e n t o t seguit. 

Es van e s c o l l l r a l t r e s especies del genere Aspergillus i soques 
del genere P e n i c i l l i u m que podrien ser productores de 
metabólits secundarls. 

Per un a l t r e cantó es van a i l l a r e l máxim nombre de soques del 
genere Fusarium, perqué era un genere molt interessant de 
conéixer, tant des de 1'aspecte de l a seva a c t i v i t a t enzimática 
com de l a seva prodúcelo de metabólits secundarls. I s i bé 
molts han estat e l s t r e b a l l s r e a l i t z a t s des del punt de v i s t a 
patológlc de plantes 1 l l a v o r s en e l camp, no h i ha estudis 
d e t a l l a t s de l a seva problemática en l l a v o r s emmagatzemades. 

Tot a l x 6 s'ha f e t amb 1'interés de veure l a possible a l t e r a d o 
que podrien produir aqüestes soques en material destinat a l 
consum animal, donant Iloe a greus problemes s a n i t a r l s . 
L'obtenció de r e s u l t a t s negatius, i n d i c a r l a que l a q u a l i t a t de 
les mostres era bona. 

2 . 1 . - SOQUES DEL GfeNERE ASPERGILIUS 

Un deis generes mes estudlats, degut a l a seva proliferacló 1 
a l a seva gran capacitat de prodúcelo de toxines és sense 
dubtar e l genere A s p e r g i l l u s , 



Es van c l a s s i f i c a r tots e l s Aspergillus presents en les mostres 
seguint l a classificació de RAPER i FENNELL (1965). És precís 
fe r constar, que l a c l a s s i f icació dins d'aquest genere s'ha f e t 
a n i v e l l de grup, per l a qual cosa, quan no s' e s p e c i f i c a e l 
c o n t r a r i , e l nom de 1'especie tipus compondrá a totes l e s 
especies d'aquest grup. 

2.1.1.- Incidencia 

La incidencia d'aquest genere s'estudia segons l e s mostres 
analitzades. 

a) incjdéngi^ d'AspeJrgiXl^? en leg imostrgg ge gerea^s. 

A l e s v u i t mostres de b l a t vam i d e n t i f i c a r A s p e r g i l l u s amb una 
gran variació. Així, una mostra tenia més del 50% de les 
l l a v o r s infectados amb aquesta f l o r i d u r a pero l a majoria 
estavon por sota del 25%. Evidentment amb tant poques mostres 
no es pot observar una associació entre d i f e r e n t s especies 
d'Aspergilius, pero sí os va veure que aquelles mostres amb més 
presencia d'A. flavus, també presentaven a l t r e s Aspergillus com 
son A. glaucus, A. ochraceus, A. candidus i A. fumigatus. 

Aspergillus era present en totes l e s mostres de b l a t de moro, 
confirmant e l s r e s u l t a t s obtinguts per SANCHIS i c o i s . (1980) 
i SANCHIS (1982). Concretament se n'ha trobat d'A. flavus a 
totes l e s mostres, e l que suposa una gran p r o b a b i l i t a t de 
trobar aquest tipus de f l o r i d u r a generalment en l e s mostres de 
b l a t de moro. Aixó es pot afirmar, ja que tant l e s d'origen 
nacional com l o s importades teñen l a mateixa característica. 
Cal destacar e l nombro de l l a v o r s on s'ha trobat aquesta 
f l o r i d u r a (veure l a Taula 32) on més d'un 50% de l o s l l a v o r s 
están contaminades amb A. f l a v u s , e l que suposa una gran 
incidencia en quantitat d'aquesta f l o r i d u r a . Dues mostres han 
presentat un 100% de l l a v o r s amb A. f l a v u s . 
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Taula 32.- Incidencia d'Aspergillus en les 33 mostres de bl a t 
de moro. 

Mostres amb Aspergillus 

N. percentatges (' ̂) N. 

1-25 26- 50 51-75 76-99 100 

A. flavus 33 6" 9 7 10 2 
A, niger 28 24 2 1 1 1 
A. glaucus 13 13 - - - -
A. ochraceus 2 2 - - - -
A. candidus 14 13 - 1 -
A. fumigatus 24 21 3 - - -
A. flavipes 4 4 — — 

ASPERGILLUS 33 1 8 11 11 2 

H. « Noobra de oostreo 
a) Nosbre de noatrea 

La presencia d'A. niger és també forga elevada, com 1'obtinguda 
per SANCHIS i c o i s . (1980) i SANCHIS (1982). Apareixen en 28 
de l e s 33 mostres assajades, e l que suposa una elevada 
incidencia d'aquesta especie. S'ha comprovat que, quasi totes 
les mostres on l a presencia d'A. flavus en l e s l l a v o r s era 
bastant elevada, e l percentatge de l l a v o r s amb A. niger era 
bastant i n f e r i o r , a d i f e r e n c i a de l'obtingut per SANCHIS 
(1982). A. fumigatus és l'espécie i d e n t i f i c a d a en 24 del 33 
casos, essent mes elevada l a seva presencia en b l a t de moro 
estranger, i mes elevada que 1'obtinguda per SANCHIS (1982). 
En molta menor quantitat s'han i d e n t i f i c a t A. candidus, 
A. glaucus, A. candidus i A. flavipes. 
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De les mostres d'ordi, Aspergillus és un genere i d e n t i f i c a t en 
14 de l e s 17 mostres analitzades. E l seu percentatge 
d'incidencia en les divereses mostres no és gens uniforme. 

A. flavus és 1'especie més i d e n t i f i c a d a en 13 de les mostres. 
Les a l t r e s especies apareixen en molta menys quantitat. 

Un poc més elevada és l a incidencia d'Aspergilius en e l sorgo. 
A i x l es troba en 16 de l e s 17 mostres. En cap mostra s'ha 
trobat més d'un 50% de l l a v o r s infectados per aquest genere. 
A. flavus és 1'especie més i d e n t i f i c a d a , en 16 mostres. Totes 
les a l t r e s especies identificados ho han estat en menor 
quantitat. 

b) Incidencia d'Aspergilius en l e s mostres de pinsos. 

Malgrat e l baix nombre de mostres, c a l destacar que l a 
presencia de f l o r i d u r e s del género Aspergillus és notable. 

En totes l e s mostres de pinso per a aus so n'han i d e n t i f i c a t 
i amb un percentatge superior a l 50% en l a majoria de mostres. 
La distribució d'especies segons percentatges es pot veure a 
l a Taula 33. 

Cal destacar que 3 de les 11 mostres estavon tan sois 
contaminades exclusivament per As p e r g i l l u s . Malgrat aix5, no 
va ésser A. flavus e l genere predominant n i e l que apareixia 
en major percentatge, j a que tan so i s en 5 de l e s 11 mostres 
se'n va trobar i tan so i s una mostra ten i a més del 50% 
d'A. flavus. A. fumigatus és e l género més i d e n t i f i c a t , en 8 
casos, i presentant variació en e l percentatge de contaminació. 
A. candidus s'ha i d e n t i f i c a t en més ocasions que A. flavus, 

concretament en 6, pero en cap d'aquests casos l a contaminació 
ha estat superior a l 50%. Només destacar que, encara que tan 
soi s s'han trobat dues mostres amb A. terreas, una d ' e l l e s 
presenta un 100% de l a presencia d'aquesta f l o r i d u r a . 
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Taula 33.- Incidencia d'Aspergilius en l e s 11 mostres de 
pinso per a aus. 

Mostres amb Aspergillus 

N. percentatges (%) N. 

1-25 26-"50 51-75 76-99 100 

A. flavus 5 2^ 2 1 0 0 
A. niger 2 2 0 0 0 0 
A. candidus 6 4 2 0 0 0 
A. fumigatus 8 2 3 2 1 0 
A. terreus 2 0 1 0 0 1 

ASPERGILLUS 11 1 2 2 3 3 

N. . Molerá da nostraa 
a) Kombra da aoatres 

La presencia d*Aspergillus en les mostres de pinso per a porcs 
és elevada (92% de l e s mostres), de l e s que més de l a meitat 
presenten més d'un 50% d'aquesta f l o r i d u r a . La distribució 
d'espécies segons percentatges es pot veure a l a Taula 34. 

Son A. f l a v u s i A. candidus l e s dos especies amb més 
incidencia, j a que e l s trobem en 8 mostres. A. flavus se'1 
troba en l a majoria de mostres en un percentatge per sota del 
50% de contaminació de l a mostra. En un 50% de les mostres s'ha 
trobat A. fumigatus, i en una d ' e l l e s l a inc i d e n c i a és del 
100%. A destacar que 1 de l e s 3 mostres on es va trobar 
A. terreus en presenta una inc i d e n c i a del 100% i 1'única mostra 
on es va trobar A. glaucus també té l a mateixa i n c i d e n c i a . 
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Taula 34.- Incidencia d'Aspergillus en les 13 mostres de pinso 
per a porcs. 

Mostres amb Aspergillus 

N. percentatges (-^) N. 

1-25 26-•50 51-75 76-99 100 

A. flavus 8 ja 1 0 0 0 
A. niger 3 3 0 0 0 0 
A. glaucus I 0 0 0 0 1 
A. candidus 8 3 3 2 0 0 
A. fumigatus 6 4 0 1 0 1 
A. terreus 3 2 0 0 0 1 

ASPERGÍ LWS 12 1 4 4 0 3 

K. - Noabra i* a o i t r u 
a) Hembra da aoatraa 

A 1'Única mostra de pinso per a c o n i l l s no es va trobar cap 
Asp e r g i l l u s . A l a de corders se'n va trobar un 100% i 
concretament d'A. fumigatus, I l a que era per a vaques se'n va 
i d e n t i f i c a r menys d'un 50% d'Aspergillus, i concretament 
d'A. fla v u s , A- niger, A, candidus i A. terreus. 
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c) Incidencia d'Aspergiilus en l e s mostres de c o l z a . 

Així com son molts e l s estudis r e a l i t z a t s en cereals i 
productes derivats quant a infecció fúngica, no son tants e l s 
que s'han dedicat a l ' e s t u d i de l a colz a . És per tant 
interessant veure l a incidencia deis d i f e r e n t s generes en 
aqüestes l l a v o r s . 

És elevada l a presencia d'Aspergiilus en l e s mostres de colza 
ja que e l trobem en 114 de l e s 118 estudiades, com es pot veure 
a l a Taula 35. Un 30% de l e s mostres teñen mes d'un 50% de les 
l l a v o r s infectades amb aquesta f l o r i d u r a . 

Taula 35.- Incidencia d'Aspergiilus en l e s 118 mostres de 
colza. 

Mostres amb Aspergillus 

N. percentatges (%) N. 

1-25 26-•50 51-75 76-99 100 

A. fla v u s 93 55* 13 12 11 2 
A. niger 41 29 4 3 5 0 
A. glaucus 56 48 5 2 1 0 
A. ochraceus 16 15 0 1 0 0 
A. candidus 27 27 0 0 0 0 
A. fumigatus 4 4 0 0 0 0 
A. terreus 6 6 0 0 0 0 

ASPERGILUJS 114 59 18 12 19 6 

N. » Noxtbra da iDostraa 
a] Nombra da nostras 
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A. flavus és l'espécie més i d e n t i f i c a d a en 93 mostres. Un 25% 
d'aqüestes presenten més d'un 50% de les l l a v o r s contaminades 
amb aquesta f l o r i d u r a . A dues de les mostres s'ha trobat A. 
flavus a totes l e s l l a v o r s . 

Les a l t r e s especies incideixen en menor nombre en aquest 
producte. Se'n podrien destacar un p a r e l l : A, glaucus, que 
apareix en aproximadament un 50% de l e s mostres pero amb un 
percentatge baix de l l a v o r s infectados, i A, niger, que s e ' l 
troba en 41 mostres presentant un tant per cent de l l a v o r s 
contaminades més v a r i a b l e . 

És interessant veure l a incidencia d'aquesta f l o r i d u r a segons 
1'origen de l e s mostres. De l e s comarques amb més de 10 
mostres, l a incidencia d'Aspergilius és important a totes 
e l l e s . 

Aspergillus apareix en totes l e s 20 mostres de l a comarca del 
Bages. A, flavus té una elevada i n c i d e n c i a (65%), també l a 
d'A. glaucus és interessant(55%). Les mostres on no s'ha trobat 
A. flavus presenten un bon percentatge d'A. glaucus, i a l a 
inversa. 

Aspergillus apareix en 25 de l e s 26 mostres d e l Girones. In 
tres mostres un 100% de les l l a v o r s teñen aquesta f l o r i d u r a . 
A. flavus apareix en moltes mostres (81%), i en una en e l 100% 
de l e s l l a v o r s . A. niger també h i és present en bona mesura 
(57%) i A. glaucus (46%). 

Aspergillus contamina a 10 de l e s 11 mostres de l a L l i t e r a . 
A. flavus (91%) i A. glaucus (73%) son l e s especies amb més 
inci d e n c i a . 

A l ' U r g e l l , Aspergillus és present en totes l e s mostres. 
A. flavus es troba a totes l e s mostres. E l segueix en 
importancia A. niger (83%). 
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2.1.2.- Toxigenigitat 

S'han e s c o l l i t per veure l a seva capacitat de prodúcelo 
d'alguna substancia toxica, per un cantó soques de l'espécie 
A, flavus, per l a seva capacitat de produir principalment 
aflatoxina; per un a l t r e A. fumigatus, A. glaucus, A. candidus, 
A. ochraceus i A. terreus que son productors d'altres 
metabolits secundaris (MOREÁU, 1990; GOLINSKI, 1991). Caldrá 
veure l a seva possible acció enfront diversos microorganismes. 

Per un a l t r e cantó interessará f e r e l mateix tipus d'análisi 
amb soques d'A. flavipes, encara que no son c i t a t s com a 
productors. 

a) Capacitat potencial de producció d'aflatoxines 

De totes l e s soques d'Aspergillus flavus que s'han pogut a x i l a r 
s'ha f e t una análisi de l a capacitat potencial d'aqüestes de 
produir a f l a t o x i n a (proba CAM) (ARSECULERATNE i c o i s . , 1969; 
LIN i DIANESE, 1976; DAVIS i c o i s . , 1987). S'han assajat 1250 
soques a l l l a d e s de cereals, 68 de pinsos i 584 de colza, com 
es pot veure a l a Taula 36 i a l a Fotografía 3. 

S'estudien a continuació aqüestes soques segons e l seu origen. 

1- Asp e r g i l l u s f l a v u s a i l l a t s dQ cereal s . 

Un 15% de l e s soques a i l l a d e s de cereals, s i l e s condicions 
ambientáis e l s son favorables, serán capaces de produir 
a f l a t o x i n a . És un percentage bastant elevat i que c a l teñir en 
compte. 
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Taula 36.- Relació de soques potencialment aflatoxigéniques en 
les mostres analitzades. 

Origen N. soques 
assajades 

N. soques 
+ 

(%) 

Blat de moro 860 148 (17) 
BMN 363 63 (17) 
BME 497 85 (17) 

Ordi 201 34 (16) 
Sorgo 81 12 (15) 
Blat 32 2 (6) 

CEREALS 1250 196 (16) 

Pinso aus 24 5 (21) 
Pinso porcs 38 3 (8) 
Pinso vaques 6 0 

PINSOS 68 8 (12) 

COLZA 584 12 (2) 

N. saquM - MOatnr* soquM 
SMM a Blat da aera nacloiml 
SHB • Blat da noro astrangar 

Dues soques a i l l a d e s de b l a t , procedents de dues mostres 
di f e r e n t s , van presentar aquesta capacitat. De 1'única mostra 
on es van trobar insectes, l a soca a l l l a d a no va o f e r i r 
a c t i v i t a t potencialment toxigénica. I l e s humitats d'aquestes 
mostres eren del 10 i del 12%. 
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Estudiant l e s soques a l l l a d e s de b l a t de moro, veiem que 
aproximadament un 17% de l e s soques son potencialment 
toxigéniques, un valor molt assemblat a 1'obtingut per SANCHIS 
(1982). S i ho comparéssim amb r e s u l t a t s de b l a t de moro 
procedent del camp (LILLEHOJ i c o i s . , 1980; SANCHIS i c o i s . , 
1984), e l r e s u l t a t és molt d i f e r e n t , ja que ambdós autors han 
trobat mes d'un 50% de soques amb aquesta capacitat. Sembla que 
l a humitat d'aqüestes mostres no ha i n f l u i t essencialment en 
trobar-ne de potencialment aflatoxigéniques. Així, e l 
percentatge mes elevat coi n c i d e i x amb soques provinents de 
mostres amb humitat entre 12-13%. E l percentatge i n d i v i d u a l mes 
elevat correspon a una mostra que, t e n i n t entre un 14-15% 
d'humitat, va donar 50% de soques amb CAM p o s i t i v a . BAUDÜRET 
(1990) obté e l mateix percentatge, pero t r e b a l l a n t amb només 
22 soques i SEBUNYA i YOURTEE (1990) obtenen un 77% de soques 
aflatoxigéniques. També es va trobar una mostra d'elevada 
humitat, amb presencia d'insectes i una contaminació d e l 96% 
d'A. flavus, on un 30% d'aquests son potencialment productors 
d'aflatoxines. 

Resultats s i m i l a r s s'han obtingut amb l e s soques a i l l a d e s de 
sorgo. Així s'ha trobat una mostra amb un 13% d'humitat i amb 
insectes, on un 20% de l e s soques d'A. flavus eren CAM 
p o s i t i v a . Les soques potencialment aflatoxigéniques es van 
a i l l a r majoritáriament de mostres d'humitat entre 13-14%, o 
s i g u i lleugerament mes elevada que en a l b l a t de moro. Cal 
destacar dos f a c t o r s : per un cantó mes del 50% de les mostres 
no tenien soques CAM p o s i t i v a , i per un a l t r e l e s que en tenien 
presentaven un percentatge bastant elevat de soques 
aflatoxigéniques (una amb un 50%). 

Les soques p o s i t i v e s per a aquesta prova, a l l l a d e s d'ordi, 
provenien ma jorltáriament de mostres amb humitats balxes, entre 
11-12%. No se n'ha trobat cap de p o s i t i v a en mostres de mes 
d'un 13% d'humitat. 
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Que en cap mostra de cereals s'hagi trobat aflatoxina havent-hi 
soques aflatoxigéniques pot ser degut a qué no han estat 
sotmeses a condicions adequades per a produir-la. HORN i 
WICKLOW (1983) diuen que s i A. niger va associat a A. flavus 
i n t e r f e r e i x en l a producció d'aquesta toxina. 

2. Aspergillus flavus a i l l a t s de pinsos. 

Un 12% de l e s soques assajades presenten capacitat 
aflatoxigénica. Resultat assemblat a 1'obtingut per BAUDURET 
(1990). 

De l e s 11 mostres de pinso per a aus, cinc presentaven 
contaminació per A. flavus i d'aqüestes tan s o i s de dues 
mostres se n'han a i l l a t soques potencialment toxigéniques. Les 
humitats d'aqüestes mostres eren una i n f e r i o r a l 10% i 1'altra 
entre 11-12%. Curiosament on s'han trobat més soques CAM 
po s i t i v a ha estat en mostres amb menys quantitat d'A. flavus. 

S'han a i l l a t 38 soques d'A. flavus de mostres de pinso per a 
porcs, de l e s que un 8% han r e s u l t a t CAM p o s i t i v a . S'havia 
trobat pero, a f l a t o x i n a en dues mostres d'aquest pinso, i en 
canvi cap deis A. flavus a i l l a t s d'aqüestes mostres ha 
presentat capacitat potencial de produir aquesta toxina. 

La preocupado queda confirmada quan ens fixem en l a mostra de 
pinso per a c o n i l l s . D'aquesta no se'n va poder a i l l a r cap 
Aspergillus flavus perqué no n'hi havia. Malgrat aixó, a 
1'analitzar l a mostra es va trobar a f l a t o x i n a . Aixó v o l d i r que 
segurament e l pinso ha s o f e r t algún tractament i l a 
contaminació per A. flavus ha desaparegut, pero no l a toxina 
que aquest ha produit. Cap de les soques a i l l a d e s d e l pinso per 
a vaques ha r e s u l t a t ser CAM p o s i t i v a . 



Aquests r e s u l t a t s son realment preocupants, ja que s i bé un 
pinso és mes fácil de ser atacat per f l o r i d u r e s degut a l a 
condició d'esmicolaraent de les partícules que e l componen, 
també és possible que mitjangant un procés térmic s'hagi 
eliminat part de l a f l o r a microbiana. La no eliminació d'A. 
flavus, potencialment aflatoxigénic, pot ocasionar problemes 
greus. 

3. Aspergillus flavus a j l l a t s de coíga. 

La colza és l a que presenta un percentatge mes baix de soques 
potencialment productores d' afla t o x i n e s (2%). Pero c a l 
destacar que, soques a i l l a d e s de l a mostra on es va trobar 
afl a t o x i n a , sí que van presentar capacitat potencial de 
pro d u i r - l a . 

Per d e t a l l a r un x i c mes l ' e s t u d i i observar m i l l o r l e s 
possibles r e l a c i o n s , s'ha f e t t e n i n t en compte 1'origen de l e s 
mostres, o s i g u i l a comarca d'on procedien. (Es fará r e f e r e n c i a 
tan s o i s a aquelles comarques on l e s mostres presentaven 
contaminació per A. flavus i que a mes a mes l e s soques s'han 
pogut a i l l a r ) . 

De l ' A l t Erapordá, 3 mostres amb a„ >0,8, tan s o i s les soques 
d'una d ' e l l e s teñen capacitat potencial de produir l a toxina 
i concretament provenen de l a mostra amb menys contaminació per 
part d'A. flavus (12%). 

De l e s 4 mostres d e l Baix Empordá, l e s soques d'una d ' e l l e s 
(amb les mateixes característiques que l a de l ' A l t Empordá) 
presenta cap a c i t a t p o t e n c i a l . 
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És també a l a Segarra on s'ha trobat un 8% de soques 
potencialment productores d'aflatoxina, a i l l a d e s d'una mostra 
amb l a mateixa a„, i en comparado amb a l t r e s mostres del 
mateix origen , e l percentatge d'A. flavus (30%) és bastant 
i n f e r i o r a l de les a l t r e s (>70%). 

També provenint de mostres amb elevada a„ (0,89), a l ' U r g e l l , 
de 12 mostres només en una d ' e l l e s s'ha trobat un 5% de soques 
potencialment productores. En aquest cas l a mostra presentava 
una infecció per A. flavus un x i c superior (64%). 

Condicions ideáis presenta l a mostra 66 d'origen e l Segriá, amb 
una a„ igual a 0,89 i un 100% d'infecció per A. flavus, de l e s 
que un 18% son soques potencialment productores. A aquesta 
mostra es va trobar a f l a t o x i n a . 

Condicions di f e r e n t s d'a„ presentaven les mostres de l a 
L l i t e r a , ja que 2/7 mostres amb a« de 0,69 i 0,65, van 
presentar un 14% i un 20% de soques potencialment productores, 
respectivament. 

De l e s comarques de l'Anoia, Bages, Berguedá, l a Noguera, Osona 
i l e s provinents de Huesca i Navarra, cap de l e s soques 
a i l l a d e s va mostrar capacitat potencial de produir a f l a t o x i n a . 
Tampoc se'n va trobar cap provinent de l a comarca del Girones, 
malgrat teñir moltes mostres i alguna amb un 100% d'infecció 
per part d'A. flavus. 

En resum, podem d i r que no son masses l e s soques potencialment 
productores. Que majoritáriament procedeixen de mostres amb a„ 
elevada, a excepció de l e s de l a L l i t e r a , zona potser de 
temperatures ambientáis mes elevades. 
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b) Te?t d'espeqtre microbio 

S'ha estudiat l a p o s s i b i l i t a t de que algunes soques 
d'Aspergilius son capaces de produir alguna substancia que 
i n h i b e i x i e l creixement d'alguns microorganismes. Així, s'han 
a i l l a t 33 soques d'Aspergillus fumigatus, 14 d'A. glaucus, 10 
d'A. candidus, 3 d' A. ocJiraceus, 4 d'A. terreus i 6 
d'A. flavipes. S'ha provat l a seva potencial capacitat 
d ' i n h i b i r e l creixement de una s e r i e de bacteris i l l e v a t s , e l 
nom i 1'origen deis quals f i g u r a a l'apartat de material, i que 
son e l s recomanats per UENO i KUBOTA (1976), SANCHIS (1979), 
PERRY i c o i s . (1982) i WATSON i LINDSAY (1982). 

Podem d i r que en general tant e l s Aspergillus com e l s 
Pe j i i c i l l i u m (que es veuran en l'apartat posterior) han 
presentat bona a c t i v i t a t toxigénica enfront e l s b a c t e r i s i un 
poc menys enfront l l e v a t s , així com l e s soques del genere 
JPusarium, que es poden veure a l a Fotografía 4. 

A l e s Taules 37 i 38 es mostren aqüestes a c t i v i t a t s de l e s 
soques, e l que s i g n i f i c a unes x i f r e s gens despreciables. 

S i e l que interessa és conéixer cora están e l s productes que es 
faran s e r v i r per a pinso, es pot veure que un bon percentatge 
de soques a i l l a d e s d'aquests productes son productores d'alguna 
substancia. E l que v o l d i r , és que s i l e s condicions 
d'emmagatzematge d e l producte son apropiades per a l a producció 
deis metabolits, aquests s'acumularan a l producte, que a 
1'ésser i n g e r i t pels animáis podran causar-los-hi problemes de 
sa l u t en e l cas que aquests productes s i g u i n tóxics. 
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Taula 37.- A c t i v i t a t antiinicrobiana de les soques d'Aspergilius 
a i l l a d e s de cereals . 

Blat M Ordi Sorgo Blat TOTAL 
N. + N. + N. + N. + N. + 

A. glaucus 1" 1 0 - - 8 2 13 3 
A. ochraceus - - 1 1 - - 2 1 3 2 
A. candidus 4 0 - - - - 4 2 8 2 
A. fumigatus 10 8 3 1 8 2 1 0 22 11 
A. flavipes 4 3 1 1 1 1 — 6 5 

ASPERGILLUS 22 12 6 3 9 3 15 5 52 23 

(I. - Nombr»; Blat M - Blat da aoro 
a) Noxbra da so(¡[uas asaajadaa 
b! Nonbrs da acKjuas aab a c t i v i t a t toxlgknica anfront ala bactarls i/o ais llavata astudlats. 

Taula 38.- A c t i v i t a t antimicrobiana de l e s soques d'Aspergilius 
a i l l a d e s de pinsos. 

PINSOS 

Aus Porcs Corders TOTAL 
N. + N. + N. + N. + 

A. glaucus - - 1» 0" - - 1 0 
A. candidus 2 2 - - - 2 2 
A. fumigatus 8 8 2 1 1 1 11 10 
A. terreus 3 3 1 1 — — 4 4 

ASPERGILLUS 13 13 4 2 1 1 18 16 

K. - Hoabra 
a) Nonbre da aoquas asaajadaa 
b) NOBbra da aoquaa aob a c t i v i t a t toxlgtnlca anfront «la bactaria 1 llavata aaaajata 
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Cal d i r que no h i ha excessives d i f e r e n c i e s entre l e s soques 
a i l l a d e s deis cereals de l e s de pinsos, j a que s'han trobat 
soques actives en tots e l s casos, e l que aviva l a problemática 
de qué tant en productes sense alaboració com en a l t r e s ens 
podem trobar amb e l mateix problema. Val a d i r - h i que, s i les 
condicions d'emmagatzematge son idonies no hem de temer a 
aquests problemes, pero c a l f e r una bona tasca de prevenció. 

Com diuen ÜENO i KÜBOTA (1976) i WATSON i LINDSAY (1982), les 
toxines produides per soques del genere Aspergillus, com les 
aflatoxines o 1'esterigmatocistina, teñen efecte p o s i t i u sobre 
algún microorganisme com ara és e l Bacillus subtilis. 

Observarem a continuació l a capacitat antimicrobiana d'aqüestes 
soques a i l l a d e s segons especies. 

1. Aspergillus fumigatus 

De l e s 22 soques a i l l a d e s de cereals, un 50% presenten 
a c t i v i t a t antimicrobiana, com es pot veure a l a Taula 39. 

Les soques a i l l a d e s de b l a t de moro teñen l a majoria una gran 
a c t i v i t a t en fr o n t de B. subtilis, com també ho deraostra 
SANCHIS (1979). Dues de l e s set soques a i l l a d e s de b l a t de moro 
estranger presenten una a c t i v i t a t p o s i t i v a enfront 5 
microorganismes. 

De l e s soques a i l l a d e s d'ordi, 1'única que és a c t i v a ho és poc. 

Les soques a i l l a d e s de sorgo son, en nombre, l e s menys 
ef e c t i v e s . Malgrat aixo, n'hi ha una a i l l a d a de sorgo que 
inhib e i x a 4 microorganismes. 
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Taula 39.- Nombre de soques d'A. fumigatus amb a c t i v i t a t 
antimicrobiana enfront diversos microorganismes. 

Origen N. N. + 
1 

Microorganismes 
2 3 4 5 6 

Blat Moro 10" 2° 5 8 3 3 3 
BMN 1 1 0 0 1 0 0 0 
BME 9 7 2 5 7 3 3 3 

Ordi 3 1 1 0 0 0 0 1 
Sorgo 8 2 1 1 2 1 0 0 
Blat 1 0 0 0 0 0 0 0 

CEREALS 22 11 4 6 10 4 3 4 

Pinso aus 8 8 2 3 8 3 3 0 
Pinso porcs 2 1 0 1 1 1 1 0 
Pinso corders 1 1 0 1 1 0 0 0 

PINSO 11 10 2 5 10 4 4 0 

TOTAL 33 21 6 11 20 8 7 4 

H. - Nombra 
BKH ** Blat da noro nacional 
BKB " Blat da noro aatran^cr 
Mlcroorganlaaaa ; 
1) Salmonall» BBtarltldi* 
2) St&phYlococcüM aurmua 

3) Saelllu» mbtllia 
i) Sscherichla cali 

5) Jntarobactar aaroganaa 
6) SaccbsromycaM csraviaiaa 

a) Nonbra da soquaa aaaajadaa 
b) Nonbra da soquaa anb a c t i v i t a t anfront algún d'aquaits alcroorganisnas 
c} Nombra da soquaa aab ac t i v i t a t enfront cada nicroorganisna 
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De les 11 soques a i l l a d e s de pinsos, un 91% son potencialment 
inhibidores, x i f r a realment molt considerable. És enfront 
Bacillus subtilis quan aqüestes soques son més efec t i v o s (95%) 
i seguidos de més lluny vers Staphylococcus aureus (52%). 

Dues de les soques a i l l a d e s do pinso per a aus son actives 
enfront tots e l s b a c t e r i s . Curiosament ambdues soques son menys 
activos enfront B. subtilis s i l e s comparem amb l e s a l t r e s . 

La soca a i l l a d a de pinso per a porcs és forga a c t i v a enfront 
4 b a c t e r i s . 

2. Aspergillus glaucus 

Tros de l e s 14 soques assajades d'A. glaucus han donat p o s i t i u 
en aquesta prova, una a i l l a d a de b l a t de moro i dues de b l a t . 
Totes son actives enfront B. subtilis. Les dues a i l l a d e s de 
bl a t son activos enfront e l l l e v a t . Cal destacar que, és una 
d'aquestes soques a i l l a d a de b l a t que és bon a c t i v a davant 4 
bacteris (tots excepte Enterobacter aerogenes) i e l l l e v a t . 

3. Aspergillus candidus 

Quatre de l e s 10 soques d'A. candidus assajades han donat 
a c t i v i t a t , dues a i l l a d e s de b l a t i dues de pinso per a aus. 
Totes l e s soques son act i v e s enfront B. subtilis i cap d ' e l l e s 
davant Salmonella enteritidis, St. aureus i Enterobacter 
aerogenes. SANCHIS (1979) obté a c t i v i t a t enfront B.sujbtilis i 
Candida albicans per part de soques a i l l a d e s de b l a t de moro. 
Cap de les soques es pot considerar excessivament a c t i v a , i l a 
m i l l o r , l a procedent de b l a t , ho és enfront 2 b a c t e r i s (B. 
subtilis i Escherichia col i) i un l l e v a t . 
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4. Aspergillus ochraceus 

De les 3 soques obtingudes d'A. ochraceus, dues han donat 
a c t i v i t a t , una a i l l a d a d'ordi i l ' a l t r a de b l a t . Amdues son 
actives enfront St. aureus i B. subtilis, pero no amb raolta 
i n t e n s i t a t . Aquests r e s u l t a t s son iguals a i s obtinguts per 
SANCHIS (1979) en soques a i l l a d e s de b l a t de moro. 

5. Aspergillus terreus 

Totes l e s soques assajades han donat a c t i v i t a t . Tres eren 
a i l l a d e s de pinso per a aus i una de pinso per a porcs. Totes 
e l l e s son actives en front B. subtilis, com l e s de SANCHIS 
(1979) i cap enfront l l e v a t s . Una de les a i l l a d e s de pinso per 
a aus és molt a c t i v a davant t o t s e l s bac t e r i s a excepció del 
B. subtilis, en qué 1 ' a c t i v i t a t és mes baixa. 

6. Aspergillus flavipes 

Cinc de l e s 6 soques a i l l a d e s com a A. flavipes han donat 
r e s u l t a t p o s i t i u . E l s r e s u l t a t s es poden veure a l a Taula 40. 

Cap soca és a c t i v a enfront jEnteroJbacter aerogenes. Les a i l l a d e s 
de b l a t de moro son actives enfront 3 deis 5 bac t e r i s i una 
d ' e l l e s també vers e l l l e v a t . L ' a i l l a d a de sorgo també ho és 
enfront 3 b a c t e r i s . 

Es pot considerar que, en general teñen bona a c t i v i t a t i així 
alguna d'aqüestes soques s'hauria de plante jar e l ser estudiada 
mes profundament i mes tenint en compte que no és una especie 
massa investigada. 
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Taula 40.- Nombre de soques d'A. flavipes amb a c t i v i t a t 
antimicrobiana. 

Origen N. N. + Microorganismes 
1 2 3 4 5 6 

Blat Moro 4" 3" 2° 3 3 1 0 0 
BMN 1 1 1 1 1 0 0 0 
BME 3 2 1 2 2 1 0 1 

Ordi 1 1 0 1 0 0 0 0 
Sorgo 1 1 1 0 1 1 0 0 

TOTAL 6 5 3 4 4 2 0 1 

N. = NombrB 
BMH = Blat dm aoro nacional 
BHS - Blat de iroro estranger 
Mlcroorganlsnes i 
1) salmoMllA Bat»ritidi8 
2] Staphylococcus ñurmas 

3) Bacillus sattilia 
4) EschBrichia cali 
5) SflteroiMicter aarogenetf 
6) SAccharomycBs c^revisia^ 
8) Hosbre de soe|Uft8 asaajades 
b) Nonbre de soquea anb a c t i v i t a t enfront algxin d'aquests alcroorganismes 
c) Nonbre de soqties amb ac t i v i t a t enfront cada xiicroorganisiie 
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