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I.- INTRODUCCIO

1.- ELS CEREALS.

Els cereals sén uns dels compostos més importants en la dieta
de molts animals, i directament o indirecta en la dels homes.
La majoria de cereals sén facilment atacables per
microorganismes tant en el camp, en la recol.leccié, com un cop
estan emmagatzemats. Aquests microorganismes sén principalment
floridures, que contaminen al gra i a més poden sintetitzar
productes del seu metabolisme secundari. Dins els cereals, és
el blat de moro, la matéria primera més susceptible.

Els llargs periodes d’emmagatzematge, ja sigui en la sitja, ja
sigui un transport prollongat en el cas de blat de moro
importat, influeixen molt en aquests productes, afavorint
l’atac per part dels microorganismes. Els nous meéetodes
d’emmagatzematge creen nous problemes en la conservacid de
grans (CHELKOWSKI, 1991).

El gra absorbeix humitat a les capes exteriors i com que els
microorganismes es poden desenvolupar a la fase aquosa, és
facil que colonitzin rapidament la superficie de les llavors
i després 1l’interior de la cariopsi (SCHMIDT 1991). Les
ruptures de grans, provocades per danys mecanics o per 1l’atac
d’insectes i altres éssers vius, sén el lloc ideal per a
l’entrada de 1les floridures. Malgrat tot, les llavors de
cereals tenen una estructura caracteristica i algun mecanisme
de defensa enfront la invasié de floridures, tant al camp com
al magatzem (GRZESINK i KULKA, 1988).
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La contaminacié de grans i pinsos per floridures té per als
grangers un problema directe, associat amb el consum d‘/aquests
aliments per part dels animals. Inclueix baixa palatabilitat,
al.lérgies respiratdries, micosi i micotoxicosi. Tot aixd com
a ruta per a la diseminacié secundaria pot arribar fins a
l’home. Per tant és important assegurar la gqualitat del
producte, disposar d’una bona metodologia de treball per tal
de detectar, aillar, identificar i quantificar els nivells de
contaminacié de les matéries primeres i dels productes acabats
(JARVIS i cols., 1983).

1.1.- PRINCIPALS FLORIDURES CONTAMINANTS

MOREAU i MOSS (1979) divideixen les floridures en floridures
de camp i de magatzem. Es segueixen les claus de classificacié
generals de BARNETT i HUNTER (1972), BUTLER i CRISAN (1977) i
SAMSON i cols. (1984). Hi ha bibliografia especifica per cada
génere (s’especifica als metodes). '

Dins les floridures de camp destaquenm 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. herbarum), 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-

tum, P. purpurogenum), i Mucorals, com Mucor, Rhizopus i
Absidia.



1.2. CONDICIONS DE CREIXEMENT DE LES FLORIDURES

El desenvolupament de les floridures en grans de cereals ve
determinat principalment per 1l’activitat aigua (a,) 1 1la
temperatura. Les condicions de creixement d’algunes floridures
es pot veure a la Taula 1.

Taula 1.- Temperatures i activitat aigua (a,) gue necessiten
les floridures per créixer (LACEY i MAGAN, 1991).

Floridura Temperatura (oC) activitat aigua (a,)

rang optima minima optima
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. subglutinans n.d. 25 n.d. n.d.
F. tricinctum <0-35 25 0,89 1,00
F. sporotrichioides -2-35 22-28 0,88 n.da.
F. graminearum n.d. 24~26 0,89 0,99
F. culmorum <0=-37 25 0,89 0,99
F. avenaceum -3=37 25 0,89 1,00
Alternaria alternata 0-35 20-25 0,88 1,00
Cladosp.herbarum -10~32 25 0,85 0,95

1= Penjcilliom i n.d.= no detersinat
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Els requeriments d‘oxigen per la floridura és a vegades
sobreestimat, ja que baixes concentracions de CO, poden
estimular a algunes floridures. Aspergillus i Penicillium poden
tolerar concentracions molt baixes dfoxigen gquan 1la
concentracié de CO, és petita (LACEY i cols., 1993).

El desenvolupament sequencial de 1la  flora en grans
emmagatzemats ve associat als requeriments d’humitat de les
diverses espécies. En el primer periode, quan la humitat és
elevada, predominen llevats i bacteris. Quan aquests decreixen,
perqué la humitat és més baixa degut a l’aireacid, és quan
evolucionen els mesdfils com Penicillium. Als estadis finals,
quan la humitat relativa ha arribat als limits pels xerofils,
és quan millor es desenvolupa Aspergillus (SPILLANE i PELHATE,
1982).

1.3.- ALTERACIONS QUE PRODUEIXEN LES FLORIDURES

El miceli fungic infecta al gra mitijangant infiltracié del
substrat per les hifes, al mateix temps que excreten enzims
hidrolitics que degraden parcialment el substrat (PALMGREN i
LEE, 1986). ZUMMO i SCOTT (1990) diuen que en blat de moro
Fusarium moniliforme ataca més 1la part del pedicel 1
Aspergillus flavus la part del pericarp.

La funcié primaria del miceli fungic és establir-se i créixer
en un medi, absorbint nutrients i aigua (MOSS, 1992). Poden
destruir grans de midé, proteines, parets cel.lulars (BECHTEL
i cols., 1985). Causen pardues en la matéria seca, en 1’is de
reserves de carbohidrats, lipids o altres substancies de
reserva (LACEY i MAGAN, 1991). Produeixen alteracions
proteolitiques, pectinolitiques, cel.lulolitiques i
sacarolitiques de les cél.lules dels teixits (SCHMIDT, 1991).
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Baixen la gqualitat, el poder de germinacidé, el vigor, 1la
qualitat fornera, el valor nutricional i la digestibilitat
(LACEY i MAGAN, 1991). Poden produir decoloracidé o pigments

anormals. Alteren el gust i poden emetre olors
caracteristiques.

Un altre aspecte és la produccidé de metabolits de baix pes
molecular, als gque s’anomena metabolits secundaris. Aquests
poden tenir diverses activitats bioldgiques: antibiosi,
fitotoxicitat i toxicitat als animals. Quan sén tdxics per als

humans i per als animals domeéstics de granja se’ls anomena
micotoxines.

1.3.1.- Les micotoxines

Sén produides per diverses floridures, essent soques dels
géneres Aspergillus, Penicillium i Fusarium les més productores
amb diferents efectes tdxics. Sembla que les produeixen en la

fase de creixement logaritmic de la floridura (BOTTALICO,
1981).

La contaminacié final per part de micotoxines és el resultat
d’una complexa interaccid entre espécies productores, els seus
competidors, el substraf, les condicions ambientals i el
periode d’emmagatzematge (SCOTT, 1990°; LACEY i cols., 1993).

A 1l’Esquema 1 es poden veure alguns dels moments de 1la
produccié de micotoxines.

La distribucidé de les micotoxines tampoc és uniforme, ja que
depén de cada aliment. Segons alguns estudis fets als
laboratoris sembla que queden retingudes en el miceli, en els
esclerocis o en les espores, i d’altres s’excreten al medi
(PALMGREN i LEE, 1986; MOSS, 1992). En el cas de Fusarium
moniliforme KOHLER i cols. (1988) diuen que la part del cultiu
que produeix els macroconidis és toxigénica i el miceli aeri
on es produeixen els microconidis no ho és.
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La seva aparicié pot comportar un risc per a la salut i
serioses conseqiiéncies en l’aspecte econdmic. Com tots els
verins, hi ha molta diferéncia entre espécies i dins d’una
mateixa espécie, factors com edat, sexe i estat nutricional
afecten al curs de les micotoxicosi (BENNETT, 1987). Els
criteris de tolerancia varien segons els paisos.

Una senzilla divisié d’algunes micotoxines segons l’efecte que
produeixen és la indicada per UENO (1985):

1. Inhibidors de produccié d’energia
. moniliformina
. citreoviridina
. luteoskirina

2. Inhibidors de la sintesi de proteines
. tricotecens
. ocratoxina A

3. Estrogéniques
. Zearalenona

4. Tremogéniques
. penitrem A
. acid tenuzoic

5. Carcinogéniques
. aflatoxina B,

Les aflatoxines.

La toxina causant de la mort de milers de galls dindis al 1960,
va ésser aillada i caracteritzada per HARTLEY i cols. (1963).
Sén cumarines substituides, amb anells de Dbifura i
configuracions de tipus lactona.
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Figura 1.~ Estructura de les principals aflatoxines (PALMGREN
i HAYES, 1987).

A l’actualitat se’n coneixen unes 18. Les més importants sén
la B,, la B,, la G, i la G,, que es troben de manera natural en
un gran nombre de productes, principalment en cereals i pinsos,
a totes les 2zones del mén i en quasi tots els aliments de
primera necessitat. Dins dels cereals, el blat de moro és el
més susceptible de tots (LILLEHOJ i cols., 1980). També se’n
poden trobar a la pols de 1l’aire dels magatzems de pinsos (BURG
i SHOTWELL, 1984).

Segons DIENER i DAVIS (1969) sén soques dfAspergillus flavus
i A. parasiticus les principals floridures productores
d’aquesta toxina, encara que altres espécies d’Aspergillus i
alguna de Penicillium també ho pot ser.

Sembla que les condicions optimes per a produir la toxina és
de 2 a 3 setmanes, a uns 25-30°C de temperatura i una humitat
relativa del 88-95% (LIN i cols., 1980; TRUCKSESS i cols.,
1988). Perd hi ha autors que discrepenken alguna d’aquestes
dades (MORENO i cols., 1985; NILES i cols., 1985).
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Per veure la seva preséncia en un material se la pot posar sota
llum ultraviolada de 365 nm, on la B, produeix una llum verd-
groguenca (LILLEHOJ i cols., 1980). Una aplicacié industrial
d’aquest sistema és 1’ Aflatest. La determinacié quantitativa
es pot fer seguint el metode oficial espanyol (BOE n¢ 246, de
14 d’octubre de 1981).

La seva toxicologia va lligada al factor dosi, edat, sexe i
espécie (UENO, 1985). Pot produir aflatoxicosi aguda, com ara
hepatitis humana i mort de molts animals, o aflatoxicosi
cronica, com el cancer de fetge primari (BULLERMAN, 1986; MOSS,
1991°; SCOTT, 1992). L’aflatoxina B, és la més toOxica del grup.

La legislacidé espanyola (BOE num. 277 de 15 de novembre de 1988
i la modificacié al BOE num. 296 d’11 de desembre de 1991)
tolera un maxim de 0,02 mg/Kg en pinsos simples i pinsos
complets per a porcs i aus (excepte animals joves), 0,05 mg/Kg
en pinsos compostos complets per a ruminants adults (excepte
les femelles en lactancia, vedells i corders) i 0,03 mg/Kg en
pinsos complementaris per a porcs i aus. Altres pinsos
compostos complets i altres de complementaris no poden passar
de 0,01 mg/Kg. |

1.4.- METODES DE DETECCIO DE FLORIDURES I DE MICOTOXINES

A part de les técniques usuals de deteccidé de la contaminacié
fingica que es veuran a l’apartat de meétodes, es pot utilitzar,
entre d’altres, la deteccié d’ergosterol o de pectina esterasa
(WEIJMAN i cols., 1984). Hi ha qui utilitza el bactdmetre 32
d’impedancia (WILLIAMS i WOOD, 1984). I altres empren el PAS
(espectroscopi fotoacustic) i el DRS (espectroscopi de
reflectanga difusa), perd tan sols es pot analitzar una sola
llavor cada vegada (GREENE i cols., 1992).
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Per a la deteccié de micotoxines s’empren extraccions diverses
i determinacié per cromatografia de capa fina (TLC), per
cromatografia de gasos (GC), per cromatografia liquida d‘alta
resolucié (HPLC), espectrometria de masses (MS) o combinats de
varies GC/MS, entre d’altres. COLE (1986) apunta altres
técniques com immunoassaigs (ELISA), técniques biosintetiques,
cristal.lografia de raigs X, resonancia magnética nuclear i
espectroscopia d’infraroigs.

1.5.~ MESURES DE CONTROL

S’aconsella la utilitzacié de meétodes de prevencid, sempre que
sigui possible, acompanyats d‘uns controls fisics, quimics o
bioldogics, que poden ser en ocasions d’efectes curatius quan
ja s’ha produit el creixement fiungic.

Les mesures de prevencidé s’han d’intensificar controlant la
infeccié en el camp (FAO, 1979). Entre elles podriem citar
investigacions cap a la seleccié de varietats de cereals
resistents o tolerants a la contaminacié del gra abans de 1la
recollida (PELLEGRIN i cols., 1990).

Les mesures a emprar dins del magatzem serien mitjangant:

1. Métodes fisics.

La base de control fisic esta en el control de la temperatura
i la humitat del producte, que queda especificat en el diagrama
de conservacidé dels cereals de BURGUESS i BURRELL, citat pel
CEEMAT (1988).

L’increment de concentracions de CO, o de N s’ha trobat que sén
altament efectives en la prevencié dels desenvolupament de
floridures en els grans i en la inhibicié de certes toxines.
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El nivell de CO, necessari per inhibir el creixement de les
floridures és més elevat que el que es necessita per inhibir
la produccié de la toxina (PASTER i BULLERMAN, 1988).

N’hi ha d’altres com els raigs Y, 1la 1llum ultraviolada
invisible, l’espellofar, l’eliminacié de grans segons color,
1’emmagatzematge a baixes temperatures, i sobretot secatges i
aireacié (MULLER, 1983; RODRIGUEZ i RODRIGUEZ, 1983; RAMOS i
HERNANDEZ, 1991). La ventilacié6 controlada estabilitza la flora
microbiana, al baixar la humitat ambiental (SPILLANE i PELHATE,
1982).

2. Métodes quimics.

RAMOS i HERNANDEZ (1991) fan una revisié dels productes a
emprar com ara sén agents clorats, perodoxid d’hidrogen, ozé,
bisulfit, amoniac, alcalis (KOH, NaOH, CO,K, CO,Na, etc.),
alguns d’ells ja proposats per AREVALO (1984), MAEBA i cols.
(1988) i PARK i cols. (1988). Com a inhibidors fungics tenim
alguns colorants (BRAGULAT i cols., 1991), perd més dificils
d’emprar en certs aliments. ABDELHAMID i cols. (1985) proposen
camamilla, canyella o benzoat potassic addicionats al blat de
moro, que prevenen la formacidé d’alguna toxina i redueixen la
poblacié fiungica.

3. Meétodes bioldgics.

Es pot emprar la bioconversid, que és la degradacidé natural
mitjancant microorganismes. També alteracié de 1’absorcié
gastrointestinal de la micotoxina, que s’obté afegint al pinso
aluminosilicat hidratat de sodi o calci, o bé altres productes

com bentonita, argiles, carbé actiu, etc. (RAMOS i HERNANDEZ,
1991).
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L’ds conjunt de varis métodes fisics, guimics i bioldgics en
distintes etapes del procés de fabricacidé dels aliments és la
millor solucié. S’ha de tenir en compte que al final no s’hagin
alterat 1les qualitats i propietats organoléptiques dels
aliments, ni s’hagin produit residus téxics, i tot aixd amb el
menor cost possible.

Per tal de controlar els nivells de micotoxines, cal tenir en
compte, a part de la legislacié, disposar d’una metodologia per
portar a terme les estratégies de control: 1) varietats
resistents de plantes, 2) prevencié de 1la formacié de
micotoxines, 3) separacidé fisica de particules contaminades,
4) destruccid "in situ" de les toxines. Hi ha d’haver un
compromis entre consumidor i productor, per tal de portar a
terme els programes de control (JEWERS, 1988).
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2.- EL GENERE FUSARIUM

La importancia del génere Fusarium és la seva variabilitat en
ocupar diversos ninxols ecologics. Se’l troba en la majoria de
biomassa de la terra, del tropic al cercle artic.

El génere Fusarium atreu 1l’atencié de major nombre de
cientifics que altres grups de floridures segons LIDDELL
(1991). Aixd es degut a qué es tracta d’una floridura diversa,
un grup cosmopolita responsable de nombroses malalties a
plantes, biodeteriorament de diversos materials com ara sén les

podridures en emmagatzematge, i toxicosi i micosi en humans i
animals.

Es també, com diu BRAYFORD (1989) uUtil en la micologia médica
i animal, i recentment s’ha trobat aplicacié en la induistria
microbioldgica i biotecnoldgica. Cal reconeéixer que aquest
génere és molt important quant a la produccié de micotoxines,
i la seva explotacié a la inddstria com a font de metabolits
i de proteina microbiana. Aixi alguns d’aquests metabolits es
poden emprar com a fungicides, insecticides, acaricides o com
antibidtics, entre d’altres coses. '

2.1.- SISTEMATICA

Des que al 1935 WOLLENWEBER i REINKING varen publicar el
treball "Fusarium taxonomy", molts han estat els autors que han
treballat en la sistematica d’aquest génere. En els seus
articles-resum LIDDELL (1991) i NELSON (1991) fan un estudi
exhaustiu de la majoria de classificacions. La principal
dificultat és posar-se d’acord a l’hora de la sistematica
d’aquest génere, ja que a l’interessar a un ampli rang de
cientifics i de técnics, no hi ha manera que es posin d’acord.
La rutina a l’hora de classificar no és pas facil i tampoc és
gens clara. A més, cal tenir en compte l’area geografica i que
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els taxonomistes 1 els altres cientifics es posin en
consonancia i cooperin.

A l’Esquema 2, descrit per NELSON (1991) es poden veure totes
les relacions que segueixen els principals sistemes taxonodnmics.

WOLLENWEBER & REINKING (1935)
(Alemanya 65 espécies)

GERLACH & NIRENBERG (1982)
(Alemanya 78 espécies)

RAILLO (1950) GORDON (1952) SNYDER & HANSEN (1940)
(Rﬁssia 55 esp.) (Canada 26 esp.) (USA 9 especies)
BILAI (1955) BOOTH (1971) MESSIAEN&CASSINI(1968)

‘.
(Russia 26 esp.) (Anglaterra 44 esp)||{(Franga 9 espeécies)
JOFFE (1974) NELSON & TOUSSON MATUO (1972)

& MARASAS (1983)

(Israel 33 esp) (USA 30 espeéecies) (Japé 10 espeécies)

Esquema 2.- Principals sistemes taxondmics del génere Fusarium
(NELSON 1991).
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La classificacié seguida des de WOLLENWEBER i REINKING (1935)
fins a JOFFE (1974) és la dels anomenats "spliters"
(divisionistes o escindidors) 1 és molt complexa. Si per
exemple ens fixem en la de GERLACH i NIRENBERG (1982), una de
les més comunament anomenades a la literatura europea, les
noves espécies detallades es basen en cultius en diferents
medis. Aquesta filosofia és molt complexa en el sistema
taxondmic i és dificil d’emprar.

El sistema de classificacié emprada per SNYDER i HANSEN (1940)
fins a la de MATUO (1972) és la dels anomenats "lumpers"
(agrupacionistes). Es tracta d’una classificacié molt simple.

La classificacié seguida per GORDON (1952) fins a 1la de NELSON,
TOUSSON i MARASAS (1983) no té un nom conegut, perd és la
filosofia considerada més moderada. La monografia escrita per
BOOTH (1977) és la primera en que tots els paisos de 1la
Commonwealth es varen posar d’acord en fer-la servir. BOOTH
déna una gran informacié quant a conididfors i a conidis, que
per a la taxonomia de Fusarium és molt important; destaca també
la preséncia de les polifidlides i les moanialides per separar
seccions i espécies. Seguir aquesta classificacié posa en bona
harmonia a patolegs i micologistes, entre d’altres estudiosos
del tema. NELSON i cols. (1983) redueixen a 30 les 44 especies
descrites per BOOTH, perd subdivideixen espécies molt
problematiques , com ara algunes que produeixen alteracions en
llavors emmagatzemades i també toxines. Malgrat tot la seva
classificacié, que ha unit les bases USA amb les angleses guant
a sistemes de taxonomia de Fusarium, no esti totalment
acceptada per paisos fora dels USA.

WINDELS (1991) descriu en la Figura 1 la relacié de teleomorfs
(cercle interior), les seccions (cercle mig) i les espeécies
(fora del cercle). Les seccions han seguit la classificacié de
WOLLENWEBER i REINKING (1935) i les espécies la de NELSON,
TOUSSON i MARASAS (1983). Les parts sombrejades indiquen gque
els teleomorfs no sén coneguts per aguestes seccions.



F. moniliforme
F. subglutinans
F. proliferatum

F. anthopilum

F. lateritium

16 F. solani F. episphaeria
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F. heterosporum

F. reticulatum
F. sambucinum F. equiseti

F. graminearum .
g F. acuminatum

Figura 1.~ Connexié teleomorf-anomorf (WINDELS, 1991)

Es molt important 1la «clarificacié en els termes de
classificacié, per tal d’estabilitzar els noms emprats en els
géﬁeres i per la recerca de les bases de variacidé entre
seccions, epécies, formes especials i races fisioldgiques com
diu BRAYFORD (1989). Per als microbidlegs aplicats soén
importants les tincions microscopiques, els tests enzimatics
i els creixements en medis de cultiu per separar les espeécies
de Fusarium. Desafortunadament, no existeix fins al moment
tincions o medis capagos de fer veure diferéncies. Es per aixd,
gue el metabolisme primari s’ha abandonat com a métode de
classificacié, emprant-se , cada cop més, metodes més
sofisticats: ‘
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a) Metabolisme secundari

Fusarium produeix pigments, antibiotics, fitotoxines i
micotoxines. S'ha descrit molt sobre el tema, perd la
naturalesa inestable d’aquest génere, i al dependre molt dels
nutrients que tingui, entre altres factors, fa que sigui
realment dificil voler-los classificar segons el producte que
produeixen (MILLER i GREENHALGH, 1985).

b) Técniqgues genétiques (BRAYFORD, 1989)

b-1. Tradicionals

La plasticitat morfoldgica és una de les dificultats en
1l’estudi d’aquest génere. El coneixenment dels trets morfologics
i fisioldgics és possible mitjancant analisis genétiques, que
es poden determinar per simples gens 1 estan exposats a
variacions espontanies. Per tal de conéixer les vies de 1la
biosintesi dels metabolits secundaris i l’estabilitat de les
soques en processos industrials, és impdrtant aquest estudi
genétic, i sembla ser que en un futur és un dels topics a tenir
en compte en aquesta recerca.

b-2. Citologia

F.oxysporum i F.moniliforme tenen diferents continguts en DNA,
encara que les dues tenen 4 cromosomes. Perd dins d’aquests,
dilucidar formes diferents gracies al DNA, Jja és més dificil.

b-3. Incompatibilitat vegetativa

Un dels avantatges de l’estudi del sistema d/incompatibilitat
dels heterocarions és la que des de que sén responsables de
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mantenir la integritat genética del miceli, sén directament
relevants a la biologia de les floridures. La incompatibilitat
de l’heterocarié indica que la poblacidé genética del Fusarium
és similar a altres ascomicets filamentosos.

b-4. Analisi de l’acid nucleic

Analisi del DNA mitocondrialment 1 seqiencialment del RNA
ribosomal, sembla gue porta a nous camins en la recerca entre
Fusarium. No hi ha gaires escrits sobre el tenma.

b-5. Electroforesi

Els iso-enzims electroforétics poden ésser molt valuosos en
l’estudi de la variacié de Fusarium, des de la perspectiva de
taxonomia general i també en la identificacié de soques durant
estudis de patologia. Hi ha perd, limitacions. Pel moment no
se sap si els patrons enzimatics entre Fusarium sén espécie-
especifics o sén relatius al substrat de l’hoste o a altres
factors ecoldogics, i no s’esta en posicié clara per interpretar
els resultats.

b-6. Serologia/immuno-electroforesi

Apareix com a possibilitat, perd com a distincidé de subespecies
no, ja que apareixen resultats variables. Mitjancant analisis
seroldgiques, s’ha vist que F.oxysporum, F.moniliforme i
F.xylarioides tenen'caracteristiques antigéniques diferents
(IANNELLI i cols., 1982).

“Els consells a seguir amb les soques de Fusarium serien els
seglients :
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- portar a identificar les soques a gent experta.
- fer servir cultius recents i no d’altres envellis.

- els medis de cultiu PDA, PMA, EM, OA no s‘han d’utilitzar per
tal d’evitar una degeneracidé rapida de les soques. El millor
és fer servir medis com SNA (NIRENBERG, 1976) o medi de clavell
agar (TIO i cols., 1977).

- el millor és dipositar els cultius en col.leccions
internacionals: CMI (Gran Bretanya), CBS (Paisos Baixos), ATCC
(usa).

2.2.- PRINCIPALS SECCIONS TROBADES EN LLAVORS EMMAGATZEMADES.

Utilitzant la classificacié de NELSON, TOUSSOUN i MARASAS

(1983) es mostren els caracters principals de les espécies més
trobades en els grans emmagatzemats.

2.2.1.-Seccié LISEOLA

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

Conidis: Microconidis abundants, ovals, formant llargues
cadenes. Es formen a les monofialides i als falsos
caps.

Macroconidis menys abundants.

Conididfors: Monofialides, ramificades o no.

Clamidospores: absents

Estat perfecte: Gibberella fujikuroi
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Color de les coldonies en medis de cultiu:

- PDA: coldnia blanca-porpra (superficie)

sense color-porpre fosc (revers) -en general-
- 0OA : préssec, salmé, violeta
- Czapeck modificat: rosat

Figura 2.- Conidis i estructures reproductives de
F. moniliforme (NELSON i cols., 1983).

2. Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg ([= F.
moniliforme Sheldon pro parte. = F. moniliforme Sheldon emend
Snyd & Hans pro parte].

Conidis: Microconidis abundants, formant cadenes de diverses
llargades. Es formen a les polifialides i als falsos
caps.

Macroconidis: abundants
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Conidiofors: Polifialides i monofialides, ramificades o no.
Clamidospores: absents
Estat perfecte: no conequt
Color de les coldonies en medis de cultiu:
- PDA: com les de F.moniliforme
- OA: 1t " " 1"

- Czapeck modificat: grogds—-rosat

Figura 3.~ Conidis i estructures reproductives de
F. proliferatum (NELSON i cols., 1983).

3. Fusarijum subglutinans (Wollenweber i Reinking) Nelson,
Tousson i Marasas comb. nov. [= F. moniliforme Sheldon var.
subglutinans (Wollenweber i Reinking). = F. sacchari (Butler)
Gams. var. subglutinans (Wollenweber i Reiking) Nirenberg. =
F. moniliforme Sheldon emend. Snyd i Hans "subglutinans" sensu
Snyd, Hans i Oswald. '
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Conidis: Microconidis abundants, ovals, no formen cadenes. Es
formen als falsos caps.
Macroconidis abundants.

Conidiofors: Polifialides i monofialides, ramificades o no.

Clamidospores: absents

Estat perfecte: Gibberella subglutinans, G.fujikuroi
var.subglutinans
Color de les coldonies en medis de cultiu: com els de

F. proliferatum.

Figura 4.- Conidis i estructures reproductives de
F. subglutinans (NELSON i cols., 1983).
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2.2.2.~ Seccidé 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.

oxysporum Schletch var. redolens (Wollemw.) Gordon])

Conidis: Microconidis abundants, ovals. Es formen als falsos
caps.
Macroconidis abundants

Conidiofors: Monofialides ramificades o no (sén curtes si &

comparem amb les de F.moniliforme)

Clamidospores: presents

Estat perfecte: no conegut

Color de les colonies en medis de cultiu:

- PDA: com les de la seccid Liseola

- OA: blanc, salmé, violeta

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

1. Fusarium sporotrichioides Sheb [= F. tricinctum Corda emend
Snyd & Hans pro parte]

Conidis: Microconidis abundants, ovals o en forma de pera.
Macroconidis abundants

Conidiofors: Monofialides ramificades o no d’on surten els
macroconidis. Polifialides d’on surten els
microconidis.

Clamidospores: abundants, soles o en cadenes

Estat perfecte: no conegut

Color de la colodonia segons medi de cultiu:

- PDA: blanc,taronja/vermell

-~ OA: blanc, vermell, marrd

Figura 6.- Conidis i estructures reproductives de
F. sporotrichioides (GERLACH i NIRENBERG, 1982).
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1. Fusarium heterosporum Nees ([= F. heterosporum Nees pro

parte. = F. roseum LK emend Snyd & Hans. pro parte]

Conidis: Microconidis absents
Conidiofors: Monofialides ramificades o no
Clamidospores: presents i en cadenes

Estat perfecte: Gibberella gordonii Booth
Color de la coldnia segons medi de cultiu:

- PDA: rosa/taronja

- OA: rosa

Figura 7.- Conidis i estructures reproductives de
F. heterosporum (GERLACH i NIRENBERG, 1982).
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2.3.- FUSARIUM COM A PRODUCTOR DE TOXINES

Moltes sén les toxines que algunes soques del génere Fusarium
poden produir. A la Taula 2 es poden veure les principals
toxines produides per aquest génere segons l’espeécie
productora. |

Els grans emmagatzemats sén molt susceptibles a la contaminacié
fingica, com abans s’ha citat. En zones subtropicals, 1/index
d’humitat dels grans quan es recullen és normalment superior
a 18-20%. En aquestes condicions sén favorables al
desenvolupament de formes fisioldgigues tdxiques del parasit.
KOHLER i cols. (1988) ha comprovat que la part del cultiu que
produeix els macroconidis és toxigénica i el miceli aeri on es
produeixen els microconidis no ho és.

Les soques poden no ser sempre virulentes. Les soques de
Fusarium poden sufrir mutacions i després perdre la seva
capacitat toxigénica. Aixi NELSON (1992) diu que si F. moni-
liforme es fa créixer en medi ric en carbohidrats se 1i
produeixen certes mutacions. Els mutants acostumen a produir
molt miceli i pocs macroconidis, 6 bé molts macroconidis i poc
miceli, sovint perden viruléncia i 1l’habilitat de prdduir
toxines. BURNETT (1984) corrobora la inestabilitat genética
d’aquest génere.

Es fard a continuacié una breu descripcié de les principals

toxines produides per aquest génere i que es poden trobar en
cereals i derivats. '
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Taula 2.- Principals toxines produides espécies de
Fusarium.

Toxina Espeécies productores Refereéncia
Fumonisina F.moniliforme, F.proliferatum THIEL i col.

Fusarina C

Moniliformina

Tricotecens

Zearalenona

F.nygamai

F.anthopillum, F.diamani,

F.napiforme

F.moniliforme

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

(1991*)
NELSON i col
(1992)

FARBER i
SANDERS
(1986)
GOLINSKI i
CHELKOWSKI
(1992)

F.moniliforme, F.subglutinans,COLE i COX

F.graminearum, F.fusaroides
F.oxysporum, F.proliferatum

F.graminearum, F.culmorum,
F.sporotrichioides, F.poae
F.tricinctum '
F.moniliforme

F.acuminatum

(1981)
BOTTALICO i
cols(1989)

VESELY i col
(1984)

LORI i cols.
(1992)

RABIE i col
(1986)

F.graminearum, F.moniliforme, COLE i COX

F.lateritum, F.culmorum,
F.oxysporum, F.tricinctum,

(1981)

F.equiseti,F.gibbosum,F.nivale,

F.avenaceum, F.sambucinum
F.heterosporum

BOTTALICO i
cols (1989)
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2.3.1.~ Les FUMONISINES

2.3.1.1.- Estructura i composicié.

Identificades 1 caracteritzades per BEZUIDENHOUT i cols.
(1988). Es tracta d‘’un grup de substancies que presenten conm
a estructura base una cadena carbonada de 20 carbons amb dos
metils en C12 i Cl16, un grup amino en C2 i de 3 a 5 hidroxils
en els carbons C3, €5, Cl10, Cl4 i Cl5. Presenten sempre dues
cadenes d’acid 1,2,3-propanotricarboxilic unides, mitjang¢ant
un enllag¢ tipus ester, als hidroxils en Cl14 i C15.

A la figura 8 es presenten les distintes fumonisines descrites
fins al moment.

21 22
CHs CHs
CHx~{CH éi?ﬂléiCH gﬂ gk CH & CH CH-H-C
- ~CH=CH~CH=CHr =CH~CH» ~CH- ~CH=CH-CH-CH~
CH3=(CHz 5 -C S 2~ CH-CH i..( Hz Ja i ?iCHz
0=C ?=O
l
H,C ?HZ
HOQC"H? CH-COzH
Hz? Ci}{z Ry R»> Rz Ry
HO;C COH FByioGH CH  CH H
’ B | H CH CH H
FB;JOH H OH H
FBy{H H OH H
FA,|OH OH OH Hs00
FA,| H OH CH @0

Figura 8.~ Estructura de les fumonisines (BEZUIDENHOUT i cols.,
1988).
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2.3.1.2.- Principals caracteristiques fisico-quimiques.

Pes molecular 721.

Es un producte altament polar, fet que influira en 1la
metodologia d’analisi a emprar.

Es relativament estable després de processos térmics, com ho
ha comprovat DUPUY i cols. (1993) en blat de moro sotmés a
secatge, i ALBERTS i cols. (1990) al bullir-lo durant 30
minuts. Es estable en solucié d’acetonitril:aiqua (1+1) segons
VISCONTI i cols. (1993*), confirmat durant un periode de 6
mesos a diverses temperatures (-180C, 40C i 250C). També ho és
a ~-180C en metanol.

Sén inhibidors de la esfingosina i la N-aciltransferasa segons
WANG i cols. (1992).

2.3.1.3.- Espeécies productores.

F. moniliforme, F. proliferatum, F. nygamai com diuen THIEL i
cols. (1991*) i F. anthophillum, F. diamani i F. napiforme com
també afirmen NELSON i cols. (1992) sén 1les espeécies
productores d’aquestes toxines. Es considera que F. moniliforme
és la principal especie productora segons NELSON i cols. (1991)
i NORRED i cols. (1991), entre d’altres.

CHEN i cols. (1992) han trobat una soca d‘’Alternaria alternata

Spp. lycopersici, patogen de plantes de tomaquet, capag¢ de
produir FB,.

Sembla que hi ha una relacié inversa entre la produccié de
fumonisines i moniliformina. Aixi mentre F. subglutinans diuen
que no produeix la primera perd si la segona, F. moniliforme
No produeix moniliformina o en molt poca quantitat, perd pot
Produir grans quantitats de fumonisina (NELSON, 1991).
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També NORRED i cols. (1991) diuen que les sogques que produeixen
alts nivells de FB, produeixen poca fusarina C, i a la inversa.

SYDENHAM i cols. (1990*) afirmen que hi ha correlacié (p<0,01)
entre especies i toxina produida: F. moniliforme i FB, i FB,,
F. subglutinans i moniliformina i zearalenona, F. graminearum
i moniliformina, zearalenona, nivalenol i deoxinivalenol.

2.3.1.4.~ Material susceptible

El principal material on s’han trobat ha estat en el blat de
moro (GELDERBLOM i cols., 1988; NORRED i cols., 1989; PUJOL,
1993; ABADIAS, 1993; SCUDAMORE, 1993 ?entre d’altres-). Dins
d’aquest, sembla ser que l’albumen és la part de la llavor amb
més quantitat de’ fumonisines (PUJOL, 1993). Aixi els
subproductes industrials obtinguts a partir d’ell, presenten
nés risc per a la salut del consumidor que els obtinguts a
partir del germen del mateix gra. SYDENHAM i cols. (1993%)
considera que les fumonisines queden localitzades en la part
externa de les llavors del blat de moro.

Se n’ha detectat també en pinsos per a cavalls (R0OSS i cols.,
1990;, SHEPHARD i cols., 1990; WILSON i cols., 1990; THIEL i
cols., 1991°), i per a porcs (ROSS i cols., 1992). MIROCHA i
cols. (1992) n’ha trobat en farratges.

També se n’ha trobat en blat de moro destinat a consum huma,
com és el dolg (SYDENHAM i cols., 1990®; PITTET i cols., 1992).
Igualment en aliments amb blat de moro com a base, com ara sén
panis esclafit, panis d’esmorzar i d’altres (SYDENHAM i cols.,

1991; PITTET i cols., 1992; DOKO i VISCONTI, 1993; ONCINS,
1993).
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2.3.1.5.—- Principals métodes d’analisi.

1. Técniques de cultiu

THIEL i cols. (1991°) afirma que el medi a base de grans de
blat de moro i aigua bidestil.lada és el millor per a la
produccié de la toxina. S’ha d’esterilitzar el medi, s’inocula
la soca i s’incuba a 250C durant 21 dies. Aquest mateix medi
és emprat per altres autors, perd varien les condicions de
cultiu. Aixi ROSS i cols. (1990) el té durant 14 dies a 27oC
i 14 dies a 150C, tot a la foscor. NELSON i cols. (1991)
l/incuba a 250Ct20C durant 28 dies.

Segons ALBERTS i cols. (1990) la produccié de FB, comenca a les
dues setmanes, durant la fase activa de creixement.
S’incrementa durant la fase estacionaria i decreix després de

13 setmanes d’incubacié. Sembla que el rendiment mig de toxines
és més gran a 250C.

També s’han fet experiéncies amb medis liquids. JACKSON I
BENNET (1990) ho fan en un medi basal sali (pH 5,0) suplementat
amb glucosa i sulfat amdnic; s’incuba a 280C durant 29 dies i
220 rpm. L’addicié de petits nivells de metionina en els
cultius liquids estimulen la produccié de fumonisina (PLATTNER
i SHACKELFORD 1992).

2. Extraccié i purificacié de les toxines

SCOTT (1991) fa servir per a l’extraccié metanol:aigua (3+1),
seguit de metanol:aiqua (1+3) i diclormeta. CAWOOD i cols.
(1991) empran per a 1l’extraccié acetat d’etil, que elimina
algunes substancies de polaritat més petita que la de les
fumonisines, i després es fa una altra extraccié amb
metanol:aiqua. ROTTINGHAUS i «cols. (1992) ho fan amb

acetonitril:aiqua (1+1).
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SCOTT (1991) i CAWOOD i cols. (1991) fan servir columnes XAD-2
per a la purificacié. SHEPHARD i cols. (1990) utilitzen les SAX
cartridge. ROTTINGHAUS i cols. (1992) columnes C18.

3. Métodes analitics.

Diferents métodes analitics es fan servir per a determinar les
fumonisines, requerint tots ells unes extraccions extensives,
i una bona neteja i derivatitzacié.

El de cromatografia de capa fina (TLC) ha estat posat a punt
per GELDERBLOM i cols. (1988), JACKSON i BENNETT (1990),
PLATTNER i cols. (1990), SYDENHAM i cols. (1990°%), VOSS i cols.
(1990), WILSON i cols. (1990) i ROTTINGHAUS i cols. (1992).

La cromatografia de gasos (GC) queda descrita als treballs de
JACKSON i BENNETT (1990) i SYDENHAM i cols. (1990%).

La cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) és la feta
servir per GELDERBLOM i cols. (1988), ALBERTS i cols. (1990),
SHEPHARD i cols. (1990), SYDENHAM i cols. (1990°), WILSON i
cols. (1990), PLATTNER i cols. (1991) i la de VISCONTI i cols.
(1993°), que ha estat comprovada per 24 laboratoris.

La cromatografia liquida-espectometria de masses (LC~MS) és la
emprada per BEZUIDENHOUT i cols. (1988), PLATTNER i cols.
(1990) i VOSS i cols. (1990).

Han descrit 1la metodologia de cromatografia de gasos-
espectrometria de masses (GC-MS) JACKSON i BENNETT (1990),
PLATTNER i cols. (1990), VOSS i cols. (1990) i WILSON i cols.
(1990).

Sembla ser que el millor métode 4’HPLC és basat en el de
VISCONTI i cols. (1993"), que és el de SHEPARD i cols. (1990)
modificat. Es pot fer servir tant en blat de moro contaminat
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com en pinso. Té una base d’extraccié metanol:aigua, neteja per
intercanvi anidnic i cromatografia de fase reversa isocratica,
emprant deteccié per fluorescéncia dels derivats preformats de
1l’oftaldialdehid (OPA). La derivatitzacié és el pas més
delicat, Jja gque al no ser estable, s’ha de preparar
immediatment abans de la injeccid.

S’estan provant immunoassaigs com a alternativa als metodes
analitics abans citats (AZCONA-OLIVERA i cols. 1992).

2.3.1.6.- Toxicologia

Existeix un risc real per als animals i homes exposats a
nivells naturals de fumonisines (THIEL i cols. 1992).

S’ha comprovat que sén les causants de la leucoencefalomielitis
equina (ELEM) o "enverinament pel blat de moro florit" en els
cavalls i altres équids (BEZUIDENHOUT i cols., 1988; MARASAS
i cols., 1988°; NORRED i cols., 1989; PELLEGRIN i cols., 1990;
WILSON i cols., 1990; THIEL i cols., 1991°; SHEPHARD i cols.,
1990; ROSS i cols., 1991), principalment a Sudafrica i USA. LE
BARS i col. (1993*) n’han trobat a la Camarga (Franga).

Aquesta malaltia produeix diversos signes neuroldgics com
incoordinacié motriu, caminar sense saber on, ceguera, paralisi
de 1llavis i 1llengua. Tot aix®d degut a lesions necrdtiques
licuofactives de la matéria blanca dels hemisferis cranials i
que poden portar a la mort. En tots els blat de moro/pinsos

associats a aquesta malaltia hi havia un minim de 7,7 ug/g de
FB, i 3 ug/g de FB,.

L’edema pulmonar en porcs (PPE) sembla que també és causat per
la fumonisina, ja sigui consumit en grans'o en pinso (COLVIN
i HARRISON, 1992; HASCHEK i cols., 1992; ROSS i cols., 1992).

El nivell de FB, en els productes causants de la malaltia
estava entre un 20-360 ppn.
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No es pot dir que les causes directes de la malaltia misteriosa
dels porcs (MSD) siguin aquestes toxines, perd si que hi ha
unes estretes relacions, creient-se que la fumonfsina és el
factor iniciador-~conductor directe o indirecte cap al MSD (BANE
i cols., 1992).

Aquest producte és també toxic per a broilers (BROWN i cols.,
1992; LEDOUX i cols., 1992). Es produeix una baixada del pes,
increment del fetge, del proventricle i del pedrer; també
produeix diarrea, atrdfia cortical, necrosi hepatica
multifocal, hiperplasia biliar i raquitisme. Consideren que
nivells superiors als 100 mg de FB,/kg en la dieta és toxic per
agquests animals.

S’ha comprovat, també, 1l’hepatocarcinogenicitat que la FB,
causa en rates (GELDERBLOM i cols., 1988; MARASAS i cols.,
1988*). MARASAS fent servir la soca de F. moniliforme MRC 826,
productora de fumonisina i ELEM en cavalls, ha aconseguit veure
que també pot produir hepatitis en mones; ha comprovat el
treball realitzat per JASKIEWICZ i cols. (1987), que no havien
pogut identificar el producte causant de la malaltia.

A l’any 1981 MARASAS i cols. varen dir que la incidéncia de
F. moniliforme en blat de moro en diferents arees del Transkei
(Sudafrica), era correlativa amb el rati de cancer d’esdfag
huma, desconeixent-~se la causa. Més tard SYDENHAM i cols.
(1990} han comprobat que el blat de moro, que és el principal
aliment en aquestes arees, presentava uns nivells entre 3,5 i
46,9 pg/ de FB, i entre 0,9 i 16,3 ug/g de FB,; en aquestes
zones la incidéncia de cancer és elevada. Aquestes dades estan
en correspondéncia amb la inversa en llocs de baix rati.
Estudis posteriors de SYDENHAM i cols. (1991) apunten a una
possible relacié causa/efecte entre aquestes toxines i el
cancer d’esdfag en humans.
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2.3.1.7.— Control i destoxificaciéb.

PARK i cols. (1992) exposen que tractaments d’amonitzacié (2%
d’amoni, 20°C, 15% d‘’humitat, 60 psi, 60 minuts) redueixen en
un 70-80% el contingut en fumonisina en blat de moro. PUJOL
(1993) afirma que el tractament amb S0, a 60°0C resulta eficag
per a disminuir considerablement la quantitat de fumonisina en

mostres de blat de moro i en medis aquosos contaminats.

SYDENHAM i cols. (1993°) fa servir 0,1M Ca(OH). 24 hores,
reduint un 85% el nivell de la toxina. Aquest producte porta

a una separacié parcial o total del pericarp; si aquest es treu
del tot, la reduccié és del 95%.

Hi ha també tractaments fisics, com ara és la separacié de

llavors trencades i de particules de bruticia, baixant també
el nivell de toxina (SYDENHAM i cols. 1993%).

En el processat industrial del blat de moro , es pot disminuir
parcialment la contaminacié del gra fent una simple maceracié
(PUJOL 1993). Cal, perd, que l’aigua de remull no s’utilitzi

per a obtenir altres subproductes industrials, com el "corn
steep liquor".

Una possible estratégia per aprofitar lots de blat de moro
contaminats, seria la seva utilitzacié per a la obtencié
d’etanol per fermentacié, ja que aquesta toxina es degrada
lleugerament durant la fermentacié alcohdlica, i queda 1la
toxina en el bagas i no passa a l’alcohol destil.lat o als
s0lids de la centrifugacié (BOTHAST i cols., 1992).

Una altra forma de control seria la de controlar el F. moni-
liforme. Una possibilitat és la del biocontrol proposada per
BACON i WILLIAMSON (1992), aplicant rizobacteris antagonistes

a les llavors del blat de moro abans de sembrar-lo. Perque
| siguin efectius cal que colonitzin el sistema radicular i ésser
Capagos de prevenir la infeccié per part del F. moniliforme.
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S’han emprat sogues de Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces i
Azospirillum.

2.3.1.8.~ Legislacié

No hi ha de moment cap reglamentacié a nivell nacional. A
l’estat d’Arizona (USA) s’ha establert, provisionalment, un
limit de 5 ppm de FB, per aliments destinats a cavalls (PARK i
cols., 1991).

Els tricotecens sén uns metabolits fingics de la familia dels
sesquiterpenocids. El primer tricotecé aillat en cultiu pur va
ser la tricotecina, obtinguda de Trichotecium roseum al 1949.
Perd la seva correcta estructura no va ser determinada fins 15
anys més tard, segons SCOTT (1990°). Al 1967, a tots es
scirpens que contenien components sesquiterpenoids se’ls va
anomenar tricotecens, segons UENO (1985).

El nombre de tricotecens continua creixent; en un dels udltinms
recomptes donava uns 148 de fonts naturals. Fusarium,
Trichodernma, Trichothecium, Myrothecium, Stachybotrys,
Verticimonosporium, Cylindocarpon i Cephalosporium sén els
principals géneres productors d’aquestes toxines.

Aquest grup de metabolits tenen activitat antibidtica,
antifingica, antiviral, fitotdxics i/o amb propietats
citotoxiques (NEWBERNE, 1987). Estan molt relacionades en
micotoxicosi humanes i animals , doncs sén uns poderosos
inhibidors de la sintesi de proteines en eucariotes i aguesta
activitat inhibidora és la base primaria de la seva toxicitat,
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citat per BEREMAND i McCORMICK (1992). Es poden associar amb

problemes a 1l’agricultura, al camp quimic, bioldgic i
toxicologic.

2.3.2.1.~ Estructura i composiciéd

Es tracta de sesquiterpenoids amb funcions ester i alcohol en
la periferia de les molécules toxigques. Tenen un doble enllag
a €9 i €10, i un anell epoxid al Cl2, C13, pel que a vegades
se’ls denomina 12,13 epoxitricotecens.

Se’ls classifica segons les seves propietats quimiques i el
génere de floridura productora. Es divideixen en no
macrociclics i macrociclics. Dels aproximadament 148
tricotecens coneguts de fonts naturals, 83 eren compostos no
macrociclics i 65 macrociclics.

No macrociclics

Tipus A: produits principalment per soques del génere Fusarium.
Destaguem la toxina T-2 (C,H,0,), la HT-2 (C,H,,0.,), el
diacetoxiescirpenol [DAS] (C,sH:O-,), el neosolaniol [NEO]
(CH.,0,) 1 els compostos derivats de totes aquests metabolits.
Es poden trobar en cereals i derivats. A la Figura 9 es pot
veure l’estructura tipus d’aquestes toxines, i a la Taula 3 els
radicals de les toxines en les que tenim més interes.

Tipus B: tenen una funcié carbonil al 8. Produits
principalment per soques del génere Fusarium. Destaquem el
deoxinivalenol o vomitoxina [DON] (C:sH.0s) , €l nivalenol
[NIV)] (C,H,.0,), el fusarenon-X (C,;H,,0,) 1 els compostos
derivats de tots ells. També se’ls pot trobar en cereals i
derivats. A la Figura 9 es pot veure 1l’estructura tipus
d’aquestes toxines, i a la Taula 4 els radicals de les toxines
en les que tenim més interes.
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Figura 9.~ Estructura dels tricotecens del tipus A i
{NEWBERNE, 1987).

Taula 3.~ Radicals d’alguns tricotecens del tipus A.

Toxina R, R, R, R, R,

Te2 OH OCOCH, OCOCH, H  OCOCH,CH(CH,),
HT-2 OH OH OCOCH, H  OCOCH,CH(CH,),
DAS OH  OCOCH, OCOCH, H H

NEO OH  OCOCH, OCOCH, H OH

Taula 4.~ Radicals d'alguhs tricotecens del tipus B.

Toxina R, R, R, " R,
DON OH ' H OH OH
NIV OH OH OH OH

Fusarenon-X OH OCOCH, OH OH
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Tipus C: tenen un segon epdxid al C7,8 o al C9,10. Produits
principalment per Cephalosporium i Trichothecium.

Macrociclics

Tipus D: tenen un anell macrociclic entre C4 i C15, i amb 2
funcions ester. Produits principalment per soques del geénere
Myrothecium, Cylindrocarpon i Strachybotrys. Roridines A,D,E
i H i verrucarines A,B,J,K, sén els compostos més coneguts, si
bé no tant preocupants en el cas de cereals i derivats, com les
del tipus A i B.

La preséncia d‘un tipus o un altre depén del clima, les
practiques culturals, etc., entre d’altres factors (SCOTT
1990"), i per tant la incidéncia de les diverses toxines no és
igual a tot el mén. Segons GAREIS (1993) els tricotecens del
tipus A sén poc o gens significatius, i els del tipus B
clarament significatius, influenciats per factors com els
biocides i 1la rotacié de conreus. Sembla que els cultius
ecoldgics redueixen el nivell de DON perd incrementen el de
zearalenona. MULLER i cols. (1993) diuen que les pluges
estimulen la produccié de DON.

2.3.2.2.- Principals caracteristiques fisico-quimiques

En general sén incolors, cristal.lins, estables en estat solid,
sOlids amb activitat optica. Els del tipus A, B i C no tenen
propietats d’adsorcié d’U.V. i per tant no es veu fluorescéncia
sota la llum ultraviolada.

Es tracta de compostos termoestables a 120°C (la majoria),
moderadament estables a 1800C i es descomposen tractats a 200-
2100C durant 30-40 minuts (PATEY i GILBERT, 1989); per tant
sobreviuen als processos de coccié de pa i de pastes [1700C 30
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minuts] (TANAKA i cols., 1986). Poden estar emmagatzemats a
temperatura ambient durant anys o escalfats a 100°C durant 1
hora, i no perden la seva activitat (SNYDER, 1986).

A la Taula 5 es poden veure el pes molecular d’aquestes toxines
(COLE i COX, 1981) i el punt de fusidé (SNYDER, 1986).

Taula 5.- Pes molecular 1 punt de fusié de diversos

tricotecens.

Toxina Pes molecular Punt de fusid(:=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

Sén solubles en solvents polars: cloroform, acetona, acetat
d‘etil (UENO, 1987). Perd NIV, DON i T-2 tetraol sén poc
solubles en aquests solvents i ho sén en solvents més polars
com el metanol, etanol i aigua.

No sén estables en preséncia d’alcalis. L’estabilitat de la
toxina T-2 en medi aqués decreix quan s’incrementa la
temperatura {TRUSAL, 1985). El DON és estable en
cloroform:metanol en el congelador; a temperatures elevades es
descompon. L‘’acetonitril causa descomposicié a la toxina a
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mesura que s’incrementa el temps i la temperatura. L‘’acetat
d’etil és el solvent millor pel DON (GILBERT i cols., 1992%).
En general sén inestables si s’emmagatzemen en metanol, ja que

passats uns 22 dies ja s’ha convertit en altres productes. Sén
estables en cloroform (WEI i CHU, 1986).

2.3.2.3.- Espeéecies productores

Encara gue sén varis els géneres implicats en la produccié de
tricotecens, ens centrarem tan sols en espécies de Fusarium que
produeixen els diferents tipus de toxines.

1. Tricotecens del tipus A.

La toxina T-2 esta produida principalment per F. sporotrichioi-
des (UENO i cols., 1975), encara que moltes altres espécies la
poden produir: F. tricinctum, F. solani (UENO i cols., 1975),
F. avenaceum, F. scirpi, F. culmorum, F. rigidisarlum, F. equi-
seti, F. lateritium, F. oxysporum (UENO, 1983), F. poae (VESELY

i cols., 1984), F. acuminatum (RABIE i cols., 1986) i F. camp-
toceras (SYDENHAM i cols., 1989).

La toxina HT-2 la produeix F. sporotrichioides (CHELKOWSKI i

cols., 1984), F. tricinctum, F. poae (UENO, 1983) i F. hete-
rosporum (UENO, 1987).

El DAS esta produit per F. poae (NEISH i cols., 1982), F. ave-
naceum, F. bactridioides, F. culmorum, F. rigidisarlum, F. la-
teritium, F. oxysporum (UENO, 1983), F. scirpi, F. sambucinum,
F. tricinctum, F. solani, F. anguiloide (TAMM i TORI, 1984),
F. sporotrichioides (BERGERS i cols., 1985), F. acuminatum
(RABIE i cols., 1986), F. semitectum, F. equiseti (UENO, 1987),
F. camptoceras (SYDENHAM i cols., 1989).
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El neosoloaniol també estd produit principalment per F. sporo-
trichioides (UENO i cols., 1975). A més F. solani, F.tricinctum
(UENO i cols., 1975), F. poae, F. scirpi, F. avenaceum, F. cul-
morum, F. rigidisculum, F. lateritium (UENO, 1983) i F. semi-
tectum (UENO, 1987) tenen capacitat per produir-la.

2. Tricotecens del tipus B.

El DON esta produit per F. graminearum (GREENHALGH i cols.,
1983), F. culmorum (BOTTALICO i cols., 1989), F. moniliforme
(RAMAKRISHNA i cols., 1989) i F. sambucinum (ADLER 1 cols.,
1990).

El nivalenol esta principalment produit per F. tricinctum (LEE
i MIROCHA, 1984). A més F. nivale, F. episphaeria, Gibberella
zeae (UENO, 1983) i F. graminearum (UENO, 1987) tenen capacitat
per produir-la.

El fusarenon X el produeixen les mateixes espécies que el NIV.

La produccidé de tricotecens varia d’una soca a una altra; a
més, diferents soques responen diferent al canviar les
condicions de creixement (MOSS i FRANK, 1988).

2.3.2.4.- Material susceptible

Els grans de blat i d’ordi sén els materials més susceptibles
a la contaminacié per aquestes toxines. També altres cereals
com el blat de moro, el sorgo, la civada o l’arrds en poden
presentar (CHELKOWSKI i cols., 1984; THALMANN i cols., 1985;
SNYDER, 1986; CRISEO i cols., 1989; SCOTT, 1990°; SCUDAMORE,
1993). THALMANN i cols. (1985) diuen que les quantitats‘maximes
trobades en cereals depenen del tipus de cereal i de l’any de
la collita.
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TANAKA i1 cols. (1985%) demostren que la contaminacidé de cereals
principalment per nivalenol és un problema mundial; a menor
escala ho és el DON. Segons LORI i cols. (1990) la produccid
de DON estd supeditada a la qualitat del substrat, ja sigui
blat, arros, etc, i als factors ambientals, més que el grau
d’invasié dels grans per part de la floridura. PERKOWSKI i
CHELKOWSKI (1991) han trobat que blat infectat naturalment amb
DON, a tamany més petit de la llavor major quantitat de toxina.
En panis esclafit s’ha aillat NIV i DON (TANAKA i cols., 1985%)
i en blat de moro dol¢ DON (POHLAND i WOOD, 1987). Segons
KARPPANEN i cols. 1985 els tricotecens sén inestables en
cereals i pinsos, com ho prova el fet de qué mostres que
originalment eren toxiques, passats de 3 a 6 mesos
emmagatzemats a 4°C ja no tenien les toxines. S’ha aillat DON
en farina de blat, de blat de moro, d’arrdos, en papilles per
a nens (SCOTT, 1984), en farina d’ordi (TANAKA i cols., 1985%).
De DON se n’ha trobat en galetes, blat d’esmorzar (SCOTT,
1984), cervesa (POHLAND i WOOD, 1987) i en fideus 1 espaguetis
cuits (NOWICKI i cols. 1988). El blat mdolt i panificat també
poden estar contaminats amb NIV, ja que malgrat el procés d’un
30-60% n’hi pot quedar; el segd, en canvi, veu augmentat de
2,4-3,4 vegades la quantitat inicial (TANAKA i cols., 1986).
DON s’ha aillat en patates (POHLAND i WOOD, 1987). En beines
de mongetes s’ha trobat toxina T-2 i neosolaniol.

2.3.2.5.~ Principals métodes d’analisi

1. Teécniques de cultiu

Varis sén els medis de cultiu emprats per a la produccié
d’agquesta toxina. Alguns autors empren medis a base de
productes naturals: arrds (NEISH i cols., 1982; VESONDER i
cols., 1982; GREENHALGH i cols., 1983; VISCONTI i BOTTALICO,
1983; LEE i MIROCHA, 1984; SUKRONGREUNG i cols., 1985; GIMENO
i cols., 1992), farina d’arrds (SCHUSTER i cols., 1987), blat
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(VESONDER i cols., 1982; BOTTALICO i cols., 1983; VESELY i
cols., 1984), blat de moro (VESONDER i cols., 1982; GREENHALGH
i cols., 1983; VISCONTI i BOTTALICO, 1983; MARASAS i cols.,
1987}, ordi, civada, ségol o derivats de blat de moro (VESONDER
i cols., 1982), o soja (RICHARDSON i cols., 1985°). Altres fan
servir altres medis de cultiu: medi de Fries modificat amb 4%
de "corn steep liquor" (PESTKA i cols., 1985), Czapeck amb un
1% de peptona (BERGERS i cols., 1985), medi Miller i Blackwell
o medi GYEP amb 1% de glucosa (SCHUSTER i cols., 1987).

Algu també ha emprat medis liquids en agitacié, a base de
glucosa, peptona i extracte de llevat (UENO i cols., 1975).
CULLEN i cols. (1982) utilitza vermiculita com a substrat i
medis PSC (Czapeck amb 1% de peptona i 10% glucosa) i medi
Gregori sense carbonat calcic. RICHARDSON 1 cols. (1984)
afegeixen el medi Hidy i Young a la vermiculita.

Hi ha alguns medis de cultiu que s’ha comprovat gque no
serveixen per a produir la toxina: Czapeck dox, Czapeck dox
suplenentat amb "corn steep liquor", EM amb extracte de llevat,
EM amb 5~10% de glucosa, medi Fries , GAN (VESONDER i cols.,
1982), medi Fries modificat, corn steep (PESTKA i cols., 1985),
EM amb un 0,3% de peptona, CMC, Armstrong Fusarium medium, medi
glutamat amb farina de midé (SCHUSTER i cols., 1987).

MILLER i GREENHALGH (1985) expliquen que no totes les soques
tenen la mateixa resposta en front de diverses fonts de carbé.
En la produccié de la toxina T-2 i de NEO influeix la quantitat
de carbohidrats, sobretot de glucosa [a increments de glucosa,
increment de mg de toxina per litre] (UENO i cols., 1975).

El periode d’incubacidé estd entre 20 dies (VESELY i cols.,
1984), 21 dies (MARASAS i cols., 1987), 24 dies (CULLEN i
cols., 1982; GREENHALGH i cols., 1983) i 28 dies (BOTTALICO i
cols., 1983; LEE i MIROCHA, 1984; RICHARDSON i cols., 1984).
GIMENO i cols. (1992) diuen que als 3 dies ja ha comencgat la
produccid de toxina, que el maxim nivell és als 14 dies i que
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va disminuint rapidament a partir dels 21 dies.

La temperatura d’incubacié esta entre 150C (MARASAS i cols.,
1987), 19°C (CULLEN i cols., 1982), 200C (BOTTALICO i cols.,
1983), 25°C (RICHARDSON i cols., 1984; VESELY i cols., 1984;
MARASAS i cols., 1987), 270C (BERGERS i cols., 1985) i 28oC
(GREENHALGH i cols., 1983; GIMENO i cols., 1992). Alguns autors
alternen 2 setmanes a temperatures elevades i 2 setmanes amb
temperatures més baixes: 280C i 150C (BOTTALICO i cols., 1983),
22-260C i 10-120C (LEE i MIROCHA, 1984). Sembla que
temperatures baixes prollongades afavoreixen la produccié de
la toxina T-2 (FAO 1982). LORI i cols. (1990) diuen que per a
produir DON el millor sén 27°0C, i depenent dels substrat,
preséncia o abséncia de llum.

Els factors que estimulen la biosintesi en medi liquid de la
produccié de DON per part de F. graminearum sén: reduccid de
nivells d’oxigen, merma de carbohidrats en el nmedi,
possiblement concentracions baixes de fonts de N organic i
temperatura optima de 280C (MILLER i cols., 1983).

2. Extraccié i purificacio

Les extraccions es realitzen emprant diferents dissolvents que
varien depenent de l’autor: com acetat d’etil (NEISH i cols.,
1982; SUKRONGREUNG i cols., 1985), acetonitril (RICHARDSON i
cols., 1984), acetonitril:aigua [diverses proporcions] (TANAKA
i cols., 1985*; TRENHOLM i cols., 1985°; EPPLEY i cols., 1986;
GORDON i GORDON, 1990; GILBERT i cols., 1992%), cloroform
(VESELY i cols., 1984), metanol:aigua [diverses proporcions]
(CULLEN i cols., 1982; RABIE i cols., 1986).

Per a la purificacié es fan servir columnes de carbé actiu i
alumina (ROMER, 1986), columna amb celita i alumina (EPPLEY i
cols., 1986), florisil o amb columnes sep-pak (TANAKA i cols.,
1985%), columnes extrelut 20 i columna de silica gel (RABIE i
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cols., 1986), columnes de fase reversa i columna matrix
hidrofila (SHANNON i cols., 1985).

3. Métodes analitics

La cromatografia de capa fina (TLC) és utilitzada per molts
autors. BAXTER 1 cols. (1983), VISCONTI i BOTTALICO (1983),
SHANNON i cols. (1985), TRENHOLM i cols. (1985°), EPPLEY i
cols. (1986), ROMER (1986), WEI i CHU (1986), GORDON i GORDON
(1990), SCOTT (1990°), GILBERT i cols. (1992*), entre molts
altres autors, descriuen la metodologia emprada. Sén diversos
els solvents que es fan servir i a diferents proporcions: SCOTT
i cols. (1970) empra TEF (tolu&:acetat d’etil:acid formic) i
BMA (benzé:metanol:acid acétic); TAKITANI i cols. (1979) fa
servir cloroform:metanol o cloroform:acetona; GORST-ALLMAN i
STEYN (1979) utilitzen cloroform:acetona:n-hexa, o acetat
d’etil:n~hexa, o benzé:cloroform:acetona; benzé:metanol:acetat
d’etil és proposat per NEISH i cols. (1982); RICHARDSON i cols.
(1984) fan 17analisi amb benzé:acetona; SHANNON i cols. (1985)
utilitzen acetonitril:4% CIlK.

com a revelador s’utilitza polvoritzacions amb NBP [4(p-
nitrobensilpiridina)] i TEPA al 10% (TAKITANI i cols., 1979).

Diversos laboratoris, segons diu GILBERT i cols. (1992*), tenen
problemes d’interferéncies al fer servir TLC, que es solventen
si préviament s’ha fet una purificacié amb carbé actiu. Aquest
meétode és la base del Metode Oficial de 1’/"Association of
Official Analytical Chemists" (AOAC) i de 1l’"American
Association of Cereal Chemist", per a la determinacié de DON
en blat. Malgrat aixd, cada cop es va més a la utilitzacié del
neétode HPLC per a la determinacié de tricotecens.

La metodologia que utilitza HPLC ve descrita per VISCONTI i
BOTTALICO (1983), SCOTT (1990"), GILBERT i cols. (1992") , entre
d’altres. SCOTT (1990*) creu que el HPLC és dificultds degut a
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1’abséncia d’adsorcidé d’U.V. del tipus A.

La cromatografia de gasos és el métode mnés comi de
determinacié, emprat també per 1/A0AC (SCOTT, 1990*). La
metodologia queda descrita als treballs de CULLEN i cols.

(1982), TANAKA i cols. (1985%), RABIE i cols. (1986), SCOTT
(1990°), GILBERT i cols. (1992%).

MIROCHA i cols. (1986) fan sevir GC amb MS per a la comprovacid
d‘alguns tricotecens. SCOTT (1990%) creu gque per a una
identificacié inequivoca el métode MS és el que s’hauria
d’emprar.

Varis autors fan servir assajos immunoldgics per a determinar
la preséncia d’alguna d’aquestes toxines en cereals i pinsos
(MILLS i cols., 1988; XU i cols., 1988; HACK i cols., 1989;
ABOUZIED i cols., 1991; CHANH i HEWETSON, 1991; USLEBER i
cols., 1991; PUTNAM i BINKERD, 1992).

GYONGYOSSY~ISSA i cols. (1984) empren electroforesi per trobar
la toxina T-2 en solucions aquoses.

En funcié del material base a analitzar, POHLAND i cols. (1984)
proposen extraccions, purificacions i confirmacions amb métodes
diversos pel DON. TAMM i TORI (1984) fan una revisidé de cada
toxina apuntant el millor métode d’analisi.

2.3.2.6.~ Toxicologia

Aquestes toxines sén inhibidores de la sintesi de proteines,
especialment de cél.lules eucariotes (UENO, 1985). Alguns dels

efectes que produeixen en diversos organismes s’expliquen a
continuacié.

Els porcs queden molt afectats si la seva dieta conté DON
(VESONDER i cols., 1981), el que els hi fa refusar el menjar,
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els hi provoca diarrees, desordres digestius, vomits, no
guanyen pes i els pot portar a la mort (BULLERMAN, 1986). BAUER
i cols. (1985) diuen que a les 24 hores d’ingestid de DAS, Jja
se’'n pot trobar a la sang, el que indica un rapid metabolisme
d’aquests compostos. Les dosis letals (DL,,) conegudes sén de
1,21 mg/Kg de toxina T-2 i 0,37 mg/Kg de DAS (UENO, 1985).

La toxina T-2 produeix lesions orals i anémies als pollastres
(KUBENA i cols., 1989). VISCONTI i MIROCHA (1985) diuen que
se’ls hi acumula al fetge i també n’evacuen pels excrements.
Les toxines T-2 i HT~2 fan que les gallines ponguin menys ous
(SCHLOSBERG i cols., 1984; TOBIAS i cols., 1992). Si en els
pinsos hi ha toxina T-2 1 ochratoxina A fa que aguesta
combinacié sigui més tdxica que cada toxina individualment i
aixd pot representar un greu problema per a la indistria de
pollastres (KUBENA i cols., 1989). Les DL,, en pollastres de .
tricotecens del tipus A sén: 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 sén: 46 mg/Kg de DON, 34 mg/Kg de DON3Ac i de 4,5
ng/Kg de fusarenon X (SNYDER, 1986).

El ramat vaqui també resulta molt afectat amb dietes amb DON
(VESONDER i cols., 1981). La toxina T-2 és molt toxica en fetus
(YONEYAMA i SHARMA, 1989) i en vedells (BULLERMAN, 1986). Un
greu problema higiénic és la seva transmissié a la llet o a
altres teixits comestibles (UENO, 1987).

DAS, NEO, fusarenon X i NIV produeixen necrosi en la pell de
conills (SNYDER, 1986). T-2 en la dieta porta a gastritis,
descens de la digestibilitat, necrosi de cél.lules linfatiques
de la mucosa intestinal. 1 mg/Kg de DAS és DL,, per aquests
animals (UENO, 1985).

Sembla gque una dieta amb DON no afecta els corders (HARVEY i
cols., 1986).

La dosi letal de fusarenon X per a gats és de 5 mg/Kg. Per alé



49
anecs, la DL,, de DON és 27 mg/Kg (UENO, 1985).

En rates T-2 és la més potent de les toxines; després venen en
ordre d’importancia, DAS, verrucarrina A, HT-2 i roridina A.
Cap mort va produir 3AcDON. La combinacié T2 + DAS + 3ACDON
produeix més efecte del que es preveia. Aixi es pot dir que les
barreges de tricotecens tenen efectes sinérgics si els comparem
a cada tricoteceé per si sol (SCHIEFER i cols., 1986).

El NIV provoca pérdua de pes (OHTSUBO i cols., 1989). DON en
grans dosis dona lloc a varies necrosis: gastro-intestinal, de
la medul.la ossia, de teixits linfatics; també provoca lesions
als ronyons i als teixits cardiacs (FORSELL i cols., 1987). lLes
dosis letals en aquests animals de tricotecens del tipus A sén:
T-2 5,2 mg/Kg, HT-2 9 mg/Kg, NEO 14,5 mg/Kg, DAS 23 mg/Kg
(SNYDER, 1986). Per les del tipus B sén: DON 46 mg/Kg, NIV 4,1
mg/Kg i fusarenon X 3,4 mg/Kg (UENO, 1985). Segons FORSELL i

cols. (1987) pero, la DL.,, pel DON és de 78 mg/Kg i la de
15ACDON 34 mg/Kg.

A les truites els hi produeixen hemorragies en el pancreas,

inapeténcia i fistules (BULLERMAN, 1986; HINTIKKA i cols.,
1988).

Aquestes toxines a 1’igual que als animals també als homes els
hi produeix vomits (UENO, 1985). La toxina T-2 esta implicada
en l’aléucia alimentaria toxica (ATA), que déna lloc a vdnmits,
diarrees, hemorragies, inflamacié de 1la pell, respiracié
tallada i esgotament de 1la medul.la dels ossos en els homes
(BULLERMAN, 1986; SCOTT, 1990%). També sembla que aquesta
toxina causa citotoxicitat en cél.lules humanes: melanomes i
hepatomes (BABICH i BORENFREUND, 1991). Per un altre canté els
tricotecens inhibeixen al virus herpes simplex (HSV-2),

bloquejant la sintesi de la proteina viral (OKAZAKI i cols.
1988).

Tenen també, activitat fungistatica (BURMEISTER i HESSELTINE,
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1970). DON, T-2 i DAS presenten activitat antibiotica davant
Penicillium digitatum, Mucor ramannianus 1 Saccharomyces
bayanus (VESONDER i cols., 1981). I també és coneguda la
toxicitat de T-2 davant de Rhodotorula ruba, R. glutinis,
Saccharomyces carlsbergensis, Sacch. pastorianus (REISS, 1978),
Sacch. cerevisiae (SCHAPPERT i KHACHATOURIANS, 1983),
Kluyveromyces fragilis (BAXTER i cols., 1983).

També és coneguda la seva activitat fitotoxica (BURMEISTER i
HESSELTINE, 1970). En plantes de blat, DON i 15AcDON, poden
causar aquests efectes; els genotipus d’hivern sén més
susceptibles (WAKULINSKI, 1989). Si les llavors de blat porten
la toxina, tenen problemes en la sembra a l’inhibir-se 1la
formacié de 1l’hipocotil (REISS, 1978). S’ha comprovat que
inhibeixen 1’accié de 1’acid indolacetic (COLE i COX, 1981) i
podria ser que anés lligat a altres efectes en les plantes, com
marciment, necrosi, reduccié del creixement, etc.

2.3.2.7.- Control i destoxificacié

Aquestes toxines sén relativament estables en els grans de
cereals i és forga dificil descontaminar-los en condicions
moderades (UENO, 1987). Es important condixer els factors i els
possibles mecanismes involucrats en la regulacié de 1la
produccié de tricotecens; d’aquesta forma coneixent com es
poden controlar els precursors, mitjangént mutants genétics,
emprant bioreguladors, com la temperatura, pH, llum/foscor, H,,
CO,, 0,, o bé amb repressié catabdlica produida per les plantes
0 per microorganismes, o emprant enzims o compostos quimics per
a la repressié fosfatada, es podria trobar la forma adequada
de control (BEREMAND i McCORMICK, 1992).

La majoria d’experiéncies s’han realitzat amb DON. A la Taula
6 venen expressats alguns dels tractaments experimentals per
a destruccié de tricotecens, les refer&ncies A,B,C i D es citen
al treball de SCOTT (1990%):
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Taula 6.- Diversos tractaments per a control de tricotecens.

Toxina substrat tractament % reduccid ref.
DON panis 0z6 humit 90 A/E
DON panis 30% clorine 100 A/E
DON panis amoni 85 A/E
DON panis bisulfit soédic 90-95 A
DON blat bisulfit sodic >98 A
DON blat 6% H.0. 66 A
DON panis rentat H,O dest. 65-69 F
DON ordi rentat H,O0 dest. 65-69 F
DON panis rentat 1M CO,Na, 72=-74 F
DON ordi rentat 1M CO,Na, 72=74 F
DON panis térmic 50-90 A
DON panis segreg.densitat 53-77 c
DON blat segreg.densitat 67-96 C
DON sorgo segreg.densitat 64-100 D
DON panis microones 100 B/E
T=-2 panis microones 97 B
DON blat separacié fraccions 16-83 G
DON ordi

panis

arros
DON blat sep.capa externa gra 40-100 G

ordi '

panis

arros

A: PATEY i GILBERT (1989)
B: STAHR i cols. (1987)

C: HUFF i HAGLER (1985)

D: BABADOOST i cols. (1987)
E: YOUNG i cols. (1986)

F: TRENHOLM i cols. (1992)
G: TRENHOLM i cols. (1991)
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VIDAL i cols. (1985) apunten que el DAS es pot destruir amb
hipoclorit sodic, i aquest producte també es pot emprar per
descontaminar. En la majoria de casos en que es fan servir
productes quimics, aquests no inhibeixen del tot a la floridura
perd si a la produccié de la toxina. El1 Mn* inhibeix la
produccié de DON3Ac perd no a la floridura que la produeix;
l’efecte segueix sent positiu en preséncia d’acids organics i
també de cloranfenicol, perd és negatiu amb citrat sodic,
piruvat sddic o acetat sddic (VASAVADA i HSIEH, 1990). MOSS i
FRANK (1985) fan servir un fungicida (el tridemorph) a baixes
concentracions (6~8 ppm), i aixi inhibeixen la produccié de la
toxina T-2 i de DAS; si les concentracions sén més elevades (30
ppn) s’estimula la produccié de la toxina T-2, malgrat hi hagi
una reduccié del 50% de la floridura causant.

Hi ha productes elaborats per les plantes (flavonoids i
furanocumarines) que redueixen la citotoxicitat de la toxina
t-2 (MARKHAM i cols., 1987) o bé poden arribar a inhibir en més
d’un 85% la biosintesi d’aquestes micotoxines (DESJARDINS i
cols., 1988).

S’han trobat també, anticossos monoclonals que produeixen
contrareaccions a alguns tricotecens del tipus A (T-2 i DAS)
(FAN i cols., 1988; CHANH i cols., 1990).

En la revisié feta per RAMOS i HERNANDEZ (1991) el tractament
térmic per a destruir la toxina ha de ser d’uns 200~2100C
durant 30-40 minuts.

Encara que F. sporotrichioides, gran productor de la toxina T-
2, sigui tolerant a elevats nivells de CO,, la formacié
d’aquesta toxina es pot inhibir amb concentracions més baixes
de CO, (<60% CO, i 20% d’0,), que les necessaries per inhibir
el creixement de la floridura (PASTER i MENASHEROV, 1988).

En les neteges i moltura de grans contaminats amb tricotecens
gueda encara la preséncia d’aquests. En blat contaminat amb DON
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hi ha una lleugera reduccid al netejar, perd n’hi queda més
quantitat en la farina per pinsos i en el segé (ABBAS i cols.,
1985). En blat de moro contaminat amb DON en queda en el gluten
i en la solucié aquosa ("corn steep liquor"). En blat amb NIV
en queda gran quantitat en el segé i en la farina per pinso.
En el blat de moro amb T-2, la moltura seca porta a qué en
quedi en el germen (SCOTT, 1990%).

Als olis de blat de moro no s'hi troba DON ni NIV ja que
primer, amb el refinat tan sols en queda un 43% i amb els
tractaments posteriors s’acaben d’eliminar.

GILBERT i cols. (1992°) aconsellen emmagatzemar el blat i el
blat de moro a -180C per controlar el DON; a 37°C tan sols es
controla durant 3 mesos i a 200C durant 24 mesos.

SMITH (1985) deia que incloent a la dieta alfals o bé
bentonita, es redueixen els temps de retencié de la toxina T-2

en 1l’intesti i que els animals superen el fet de refusar
l’aliment.

2.3.2.8.- Legislacié

En alguns paisos hi ha regulacié del nivell de toxines en
alguns aliments (Van EGMOND, 1989). Aixi, DON esta regulat al
Canada: 2 pg/g en el blat, 1 ug/g en papilles de blat, 1,2 ug/g
en aliments d’/importacié. Als U.S.A. els maxims permesos sén:
2 ug/g en blat i derivats per farina, 1 pug/g en productes
finals destinats al consum huma, 4 ug/g en blat i derivats per
pinsos que no excedeixin en un 10% per porcs i animals de
companyia i en un 50% per remugants i pollastres. A Rumania els
maxims permesos sén: 0,005 ug/g en pinsos. A Rissia: 1 ug/g en
blat dur i 0,5 ug/g en altres tipus de blat. En aquest pais
també hi ha regulacié per la T-2: 0,1 pg/g en grans.
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2.3.3.~ La ZEARALENONA

Es tracta d’un compost estrogénic, que al 1955 CHRISTENSEN,
NELSON i MIROCHA varen aillar a partir d’una soca de Fusarium
no identificada i al que van anomenar F-2. Es també coneguda
com a FES (fermantation ocestrogenic substance) o com RAL.

Actualment se’n coneixen més de 10 derivats naturals. Ocasiona
moltes perdues, a l’afectar l’aspecte reproductiu i a la salut
dels animals, i a més, residus de la toxina en plantes o
teixits animals poden perjudicar la salut humana.

S’utilitza en farmacia per a regular problemes durant 1la
menopausa. Algun dels derivats sén anticonceptius i d’altres
afegits a la dieta dels animals els incrementa el creixement
(MOREAU i MOSS, 1979).

2.3.3.1.- Estructura i composicié.

El seu nonm és (s)-zearalenona(F-2)([6~-(10-hidroxi-6-oxo~-trans-
l-undecenil)-B-resorcil acid lactona]) i la seva férmula
molecular és C, H,.04.

La seva estructura quimica va ser determinada per URRY (1966)
segons cita BETINA (1984); encara que el primer en patentar-la
va ésser ANDREWS i STOB (1965), segons diuen MIROCHA i cols.
(1977).

A la Figura 11 és poden veure les estructures de la zearelenona
i els principals derivats naturals d’aquesta.
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R, R, R, R,
Zearalenona H, H, =0 H
Zearalenol H, H, OH H

Figura 11.- Estructura de la zearalenona. {UENO, 1985)

Z2.3.3.2.- Principals caracteristiques fisico-quimiques

El pes molecular és 318,1467.

L’espectre ultra violat és EtOH 314, 274 i 236 nm. Aquest
compost produeix una intensa fluorescéncia blava al ser
irradiada amb llum ultra violada.

Es soluble en &alcalins acuosos, eéter, benzé&, alcohols,

cloroform, clorur de metil, acetat d’etil i acetonitril. Es
insoluble en aigua, disulfit i tetraclorur de carboni.

2.3.3.3.~ Principals espeécies productores.

Aquestes toxines sén produides principalment per distintes
especies del génere Fusarium, entre les que destaquem les



56

espécies seqglents: F. graminearum, F. tricinctum, F. lateritum,
F. oxysporum, F. culmorum, F. moniliforme, F.equiseti, F. gib—-
bosum, F. avenaceum, F. nivale, F. sambucinum (COLE i COX,
1981), F. sporotrichioides (FAO, 1982), F. heterosporum
(CHELKOWSKI i MANKA, 1983) i F. solani (RICHARDSON i cols.,
1985%) sén les espécies de Fusarium més citades com a
productores de zearalenona. Es perd, Fusarium graminearum la
principal espécie productora i la més estudiada per la majoria
d’autors (BULLERMAN, 1986).

També altres geéneres com Penicillium, Trichothecium roseum 1
Rhizopus en poden ser productors, tal com ho citen MOREAU i
MOSS (1979).

2.3.3.4.~- Material susceptible

Zearalenona és un contaminant natural de la majbria de cereals,
com blat de moro, blat, ordi, civada i sorgo (MIROCHA i cols.,
1977; CHELKOWSKI i cols., 1983; TANAKA i cols., 1985°, UENO,
1985; NEWBERNE, 1987; SYDENHAM i cols., 1988; BENNETT, 1991).
Segons TRENHOLM i cols. (1985*) se’n pot trobar en blat i blat
de moro en el camp o durant l’emmagatzematge. SCOTT i cols.
(1978) n’ha aillat en cereals d’esmorzar, en panis esclafit i
també en blat de moro congelat.

També en productes derivats de cereals és freqient la seva
preséncia, com a la farina de blat i d’ordi (TANAKA i cols.,
1985"), als pinsos i fenc (SWANSON i cols., 1984; UENO, 1985;
BULLERMAN, 1986; BENNETT, 1991) i ocasionalment a la cervesa
(NEWBERNE, 1987). També se’n pot trobar en el pa, ja que un cop
molt i cuit el blat encara hi pot quedar un 10% de la toxina
(TANAKA i cols., 1986).

Segons cita BETINA (1984) al Japd se n’ha trobat en les beines
de mongetes i en aigua de riu. POHLAND i WOOD (1987) en varen
detectar en nous.
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BULLERMAN (1986) diu que la zearalenona es pot transmetre als

garrins a través de la llet. ROYBAL i cols. {1988) n’han aillat
en teixits animals de bovi i pollastre.

2.3.3.5.~ Principals métodes d’analisi.
1. Tecniques de cultiu.

P.H. HIDY va patentar al 1971 un medi a base de glucosa, KC1,
MgSoO,, NaNO,, NH,NO,, K HPO,, extracte de llevat i aigua, emprant
vermiculita com a substrat (patent 3.580.811).

CHELKOWSKI i MANKA (1983) utilitzen diversos medis de cultiu
per a la produccié de la toxina, a base de blat, o ordi o blat
de moro autoclavat. S’incuba a 19,50C, a 250C i a 280C; sembla
que el maxim nivell de produccid és a 28oC amb un 35% d’humitat
durant 24 dies. GREENHALGH i cols. (1983) també fan servir medi
de blat de moro i també un altre amb arrds, encara que aquest
iltim no estimula tant la produccié. S’incuba a 15°C amb un 30%
d’humitat durant 4 setmanes.

La floridura, si és toxigénica, necessita de temperatures i
humitats elevades i el substrat adequat per a produir la
toxina. MIROCHA i cols. (1977) diuen que un periode de baixes
temperatures alternant amb temperatures moderades és necessari
per a la produccié de 1la toxina. Aquest interval de
temperatures baixes diu NEWBERNE (1987) és de 12-14cC.

2. Extraccié 1 purificacié de les toxines.

SWANSON i cols. (1984) utilitzen metanol:aigua (3+1) per a
realitzar 1l’extraccié, seguit d’acetat d’etil, &ter de petroli
i tolué:acetat d’etil. BENNETT i cols. (1985) fan servir el

clorur de metil i TANAKA i cols. (1985°) acetonitril:aigua
(3+1).



58

Per a la purificacié TANAKA i cols. (1985°) fa servir una
columna de florisil i MERINO i cols. (1993) una columna de
silica.

3. Métodes analitics.

La cromatografia de capa fina (TLC) és utilitzada per diversos
autors, i amb una gran varietat de solvents. Aixi SWANSON i
cols. (1984) fan servir cloroform:etanol (95+5) o benzé:acetona
(9+1) i GRABARKIEWICZ-~SZZESNA i cols. (1985) el
clororform:acetona {9+1). SCOTT i cols. (1978) polvoritzen amb
solucié de "fast violet A",

També amb cromatografia liquida d‘alta resolucid molts autors
fan les seves analisis (SCOTT i cols., 1978; TANAKA i cols.,
1985°; MERINO i cols., 1993).

SCOTT i cols. (1978) i TANAKA i cols. (1985") combinen la HPLC
amb cromatografia de gasos (GC). ROYBAL i cols. (1988)
descriuen la metodologia emprada en texixits animals fents
servir LC/EC i GC/MS. Segons PATHRE i MIROCHA (1976)
l’espectrometia de masses va bé per elucidar l’estructura de
la toxina.

Una altra forma és fer servir anticossos especifics, com els
que utilitza TESHIMA i cols. (1990) o enzims immunoldgics
(DIXON i HEITZMAN, 1984; LIU i cols., 1985; BENNET, 1991).

2.3.3.6.- Toxicologia

Aquesta toxina produeix efectes estrogénics a molts animals,
perd en granges el més afectat és el porc (KIM i ROH, 1986).
Les truges presenten el sindrome de vulvovaginitis, on s’infla
la wvulva, hipertrdofia uterina, allargament de glandules
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mamaries i hipertrofia de mames, juntament amb pérdua de pes
i amb increment de 1la mortalitat d’embrions (MIROCHA i
CHRISTENSEN, 1974; KALLELA i SAASTAMOINEN, 1982; BULLERMAN,
1986; RAINEY i cols., 1990). Als mascles els hi pot produir
inflamacié del prepuci i atrofia testicular, i als garrins els
hi retarda el creixement (MIROCHA i CHRISTENSEN, 1974). Segons

aquests autors d’1 a 5 ppm sén suficients per causar respostes
fisioldgiques.

A les vaques els hi produeix anémia, avortaments, vaginitis,
infertilitat (MIROCHA i CHRISTENSEN, 1974), perd sembla que
alimentades amb pinso amb zearalenona molt poca quantitat o res
d’aquesta toxina apareix en la llet (PRELUSKY i cols., 1990).

Les gallines alimentades amb 250-~500 ppm en el pinso els hi
produeix a part d’efectes estrogénics, decreixement de 1la
qualitat de la closca dels ous, baixa el pes i la producciéd
d’ous (SPEERS i cols., 1971; CHI i cols., 1980; SUNDLOF i
STRICKLAND, 1986; KIM i ROH, 1986).

També resulten afectats galls dindis, conills (KIM i ROH,
1986), corders (KALLELA i SAASTAMOINEN, 1982) i rates
(SCHOENTAL, 1984; UENO, 1985; KIM i ROH, 1986).

El zearalenol és un derivat sintétic de la zearalenona i es fa
servir per engreixar vedells; si es menja sovint carn que en
presenti en quantitats suficients, pot causar precocitat sexual
en nens (SUNDLOF i STRICKLAND, 1985).

Enfront diversos microorganismes, com Bacillus i Salmonella,

aquest producte és toxic (UENO i KUBOTA, 1976; BOUTIBONNES i
cols., 1983; LAFONT i cols., 1983).

[3

2.3.3.7.~ Control i destoxificacid.

Hi ha varis productes que sembla van bé per a controlar aquesta
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toxina encara que és bastant dificil destruir-la en pinsos.
MOREAU i MOSS (1979) han recopilat que l’addicidé de 20 mg de
diclovos (dimetil 2,2-diclorovinil fosfat)/Kg en 10 ul de
dimetilsulfoxid sobre un cultiu de F. graminearum , no afecta
el creixement de la floridura, perd inhibeix la formacid de
zearalenona. KALELLA i SAASTAMOINEN (1982) destaquen 1l7us
d’acids organics i altres additius per controlar-ho; perd si
els grans estan molt humits el producte redueix la seva
eficacia. ABBAS i cols. (1988) empra CaOH a 1000C durant 5

minuts i en destrueix d’un 59-100%.

Que inhibeixi la toxina, segons PASTER i cols. (1991) hi ha la
metionina, la cistina, 1’alanina, el triptdfan, l’amoniac i el
clor; aixi com atmosferes enriquides amb CO, (60%, 40% o 20%)
i amb un 20% o un 5% d’0,. TRENHOLM i cols. (1992) rentant ordi
o blat de moro amb aigua destil.lada redueixen d’un 2-61% el
nivell de zearalenona; si el primer rentat es fa amb 1M
carbonat sodic, la reduccidé és del 80~87%.

SMITH (1985) apunta que és bo afegir a les dietes dels animals
fonts de fibra natural, com alfals, ja que redueix residus de
zearalenona i també efectes que agquesta pugui produir.

2.3.3.8.~ Legislacié.

La "Associate Referee" recomana continuar amb els estudis de
determinacié de la zearalenona, per tal de demanar l‘’abséncia
d’aquesta toxina en els grans (SCOTT, 1992). A Bélgica no es
permet que cap aliment tingui zearalenona (Van EGMOND, 1989).
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II.- B S S

Aquesta tesi s’emmarca dins d’una de les linies de la Secciéd
de Microbiologia del Departament de Tecnologia d’Aliments de
la Universitat de Lleida, del Laboratori de Quimica Organica
del Departament de Quimica de la Universitat de Lleida i del
Centre UdL-IRTA, que tenen com a objectiu primordial 1la
incideéncia de fongs i toxines en aliments d’origen vegetal.
Dintre d’aquesta linia es porten a terme col.laboracions amb

1’Istituto Tossine e Micotossine da Parassiti Vegetali, de Bari
(Italia).

L’objectiu principal és el de determinar la qualitat
microbioldogica de grans emmagatzemats, des del punt de vista
de deteccié de micotoxines produides per una série de
floridures, que causen deteriorament del gra 1 porten a
problemes sanitaris/toxicoldogics a 1l’ésser viu que ho
consumeix.

Per abordar aquest objectiu, el treball s’estructura en els
seguients punts:

1. Estudi de la micoflora de grans emprats a l’alimentacié
animal, com sén blat de moro, blat, ordi, sorgo i colza.

2. Analisi d’aflatoxines dels grans, que sén les uniques
toxines fingiques legislades.

3. Determinacié de la capacitat toxigénica de les soques
presents en els grans. Es fara especial atencié en la

produccié de toxines per part de 1les soques de
Fusarium.






63
IIT.- D TREBAY.T.

a) MOSTRES

1. Recollida periddica de mostres de cereals (blat de moro,
blat, ordi, sorgo), pinsos i colza en en els magatzenms.

2. Analisi de les mostres I: parametres no microbiologics.

3. Analisi de les mostres II: determinacié de la preséncia de
toxines.

4. Analisi de les mostres III: analisi microbioldgica
4.1. Determinacié i quantificacié de la infeccié fiungica
dels grans.
4.2. Recompte de floridures viables en pinsos.

b) SOQUES AILLADES

1. Aspergillus flavus
1.1. Capacitat potencial de produccié d’aflatoxina

2. Altres Aspergillus
2.1. Activitat antimicrobiana

3. Penicillium sp.
3.1. Activitat antimicrobiana

4. Fusarium sp.

4.1. Classificacié

4.2. Activitat enzimatica

4.3. Capacitat de produccié de toxines
4.3.1. Zearalenona
4.3.2. Tricotecens
4.3.3. Fumonisines

4.4, Activitat antimicrobiana
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Iv.- ER TOD

1.- MATERIAL
1.1.- MOSTRES ASSAJADES

a) Cereals

Durant els mesos d‘’octubre de 1983 a juliol de 1984 es varen
recollir un total de 75 mostres de cereals: 33 de blat de moro
(15 d’origen nacional i 18 d’origen america -11 de blat de moro
plata d’Argentina, 5 USA i 2 del Brasil-), 17 d’ordi, 17 de
sorgo i 8 de blat. El material procedia de quatre empreses de
pinsos ubicades a Lleida, que ens van subministrar les mostres
de forma gradual. La distribucié en les mostres de cadascun
dels cereals ve influida per la seva importancia en 1la
fabricacié de pinsos.

Es va triar els cereals com a material de partida, per tal de
conéixer una mica més la gran quantitat de problemes que
aquests presenten un cop estan emmagatzemats, fent incidéncia
en la seva possible contaminacié fungica.

Degut a la gran importancia de les mostres de blat de moro, els
resultats de totes les analisis realitzades es donen de forma
global (BM) 1 per separat: blat de moro nacional (BMN) i
estranger (BME).
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b) Pinsos

A la mateixa época que les mostres de cereals, es van recollir
27 mostres de pinsos de les 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 broilers, 8 per a pollastres i 1
per a gallines), 1 per a vaques, 1 per a conills i 1 per a
corders.

La quantitat de mostres de cada tipus va 1lligada a la
importancia de cada material.

c) Colza

Durant els mesos de juny i juliol de 1990 es varen analitzar
118 mostres de colza. L‘origen d’aquestes mostres era: 105 de
Catalunya (2 de la comarca de l’Anoia, 4 de 1’Alt Emporda, 8
del Baix Emporda, 20 del Bages, 5 del Bergueda, 26 del Gironés,
2 de la Noguera, 15 d’Osona, 5 de la Segarra, 5 del Segria, 12
de 1’Urgell i 1 del Vallés Oriental), 12 d’Aragén (1 d’Huesca
i 11 de la Llitera) i1 1 de Navarra. Varen ser subministrades
per una empresa d‘olis ubicada a la provincia de Lleida.

Es va creure oportui comengar l’estudi de la contaminacié de la
colza, ja que tot i que l’emmagatzematge és curt quan es
destina a la fabricacié d’oli, és de més llarga durada guan es
destina a l’elaboracié de pinsos.

1.2.- MICROORGANISMES

Per a la realitzacié del test de produccié de substancies
metabdliques amb activitat bioldgica (test de Wickerham) per
part de les floridures Aspergillus i Penicillium es varen
utilitzar 5 soques bacterianes i 1 llevat, pertanyents a 1la
"Coleccidén Espafiola de Cultivos Tipo" (CECT).
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Aquests microorganismes sén :

Bacillus subtilis CECT 35

Enterobacter aerogenes CECT 400
Escherichia coli CECT 40

Salmonella enteritidis ser A. CECT 407
Staphylococcus aureus CECT 86

Saccharomyces cerevisiae CECT 1312

Per a la realitzacié del test de Wickerham per part de les
floridures del génere Fusarium es varen utilizar 9 sogques
bacterianes i 4 llevats. Els microorganismes es varen obtenir
igualment de la "Coleccidén Espafiola de Cultivos Tipo":

Bacillus megaterium CECT 44

Bacillus subtilis CECT 35

Clavibacter 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 bacteris seglients es varen obtenir del Dr.
Yoshito Sadaire, "Radioisotope Center, National Institute of
Genetics", Mishima 411 Japan :

Bacillus subtilis MA4S5
Bacillus subtilis H17
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La radé de fer servir aquestes dues soques ve motivada per ser
referenciades en diferents treballs com a molt sensibles a
l’accié de toxines de Fusarium.

1.3.- PATRONS DE TOXINES

a) Aflatoxines

Aflatoxina B, i aflatoxina B, obtingudes de Calbiochem Ltd.
Suissa.

b) Zearalenona

Zearalenona, a-zearalenol i B-zearalenol subministrades per
P.M. Scott, Sir Frederick Bunting, Otawa, Canada.

c) Tricotecens

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

Tricotecens del tipus B : Fusarenon X, nivalenol (NIV),

deoxinivalenol (DON) i 15-acetildeoxinivalenol (15 AcDON),
obtinguts del Mako Lab. Japan.

d) Fumonisines

Fumonisina B, i fumonisina B, obtingudes de la "Division of-
Food Science", CSIR, Pretoria, South Africa.
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e) Toxines produides per Alternaria

Acid tenuazonic (TA), alternariol (AOH), alternariol-metil~&ter
(AME), altertoxina-I (ATX~I) i altertoxina~II (ATX~II)
subministrades pel Dr. A. Visconti, "Istitute Tossine e
Micotossine da Parassiti Vegetali", Bari, Italia.

1.4.~ APARELLS I MATERIAL CIENTIFIC ESPEcCIifFIC

- Cromatdograf GLC : Carlo Erba Strumentazione/HRGC 5.160
Megaseries/MFC 500, format per : registrador integrador Mega
2 Integrator. Detector de captura electrdnica, model ECD-400
Carlo Erba. Columna cromatografica RTX 1.701 de 15 m X 0,32 mm
{(Supelco INC.).

- Cromatograf liquid-liquid d’alta resolucié (HPLC) format
per: dues bombes marca Applied Biosystems, model 400.
Injector marca Applied Biosystems, model 491, dinamic mixer
injector{ Controlador de gradient marca Applied Biosystems,
model 980. Integrador-registrador, marca Hewlet Packard,
model 3396. Columna metal.lica Spherisor 0DS-2 (10 um) de 25
X 0,4 cm (Tracer Analitica S.A.).

- Liofilitzador Telstar

- Microscopi Leitz Aristoplan, amb aparell de fotografia Wild
MPS 45,

- Novasina. Humidat ICI-I

- Rotavapor BUCHI Re0l11l, amb bany d’aigua BUCHI 461.
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*

*

*

*

*

%

Columnes BOND-Elut SAX-Cartridge.

Plaques de cromatografia de fase reversible KC 18 Whatman.

Plaques de cromatografia de silica gel 60 sense indicador de

fluoresceéncia.

Plaques de cromatografia de silica gel 60 F,,, bidimensional
i amb indicador de fluorescéncia.

Micropipetes Hamilton.

Dissolvents destil.lats.
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2.~ ODES

2.1.- TECNIQUES GENERALS EN MICROBIOLOGIA

2.1.1.- Medis de cultiu
a) Normes generals de preparacié

1l.- Pesar les substancies que componen el medi.
2.- Dissoldre en la quantitat d’aigua destil.lada corresponent.
3.- Ajustar el pH amb HC1l 1M 6 amb NaOH 1M.

4.- Si el medi és liquid, es buida en un matras Erlenmeyer &
bé es distribueix en tubs, i es tapa amb coté i paper
d’alumini.

Si el medi és s0lid, s’afegeix la quantitat d’agar corresponent
i es fa bullir amb agitacié per dissoldre’l, es buida el medi
en un matras Erlenmeyer 6 bé es distribueix en tﬁbs, i es tapa

amb coté i paper d’alumini.

5.- Esterilitzar a l’autoclau durant 15 minuts a 1210C.
b) Principals medis de cultiu

-~ Extracte de pata concentrat

Composicid: 200 g de patata; 500 ml d’aigua destil.lada.
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Es tallen les patates a tacs petits. Es posen a bullir en
aigua, i quan arrenca el bull es deixa 1 hora en ebullicid.Es
cola. El liquid resultant s’enrasa fins a 200 ml amb aigua
destil.lada. Per guardar es congela.

- Agar patata dextrosa (PDA)

Composicid: extracte de patata concentrada 200 ml; glucosa 20
g:; aigua destil.lada 800 ml; agar 12 g.

Es dissolen la patata i la glucosa en aigua. S’ajusta a pH 5,5
amb HCl1l 1M. S’afegeix l’agar i s’esterilitza.

- Agar Czapek

Composicié: sacarosa 30 g; NaNO, 3 g; KC1l 0,5 g; K,HPO, 1 g:
- Mgso,.7H,0 0,5 g; FeSO,.7H,0 0,1 g; agar 18 g; aigua destil.lada
1000 ml.

Es dissolen tots els components per separat (a excepcié de
l’agar) i posteriorment s’ajunten tots excepte el K,HPO,, que
s’esterilitzara per separat. S’ajusta el pH de la barreija i de
la disolucié de K,HPO, a 5,5. S’afegeix l’agar a la barreja.
Sf’esterilitza. Es refreda i un cop estan a 45°C s’afegeix el
fosfat estéril a la barreja i es reparteix en plaques.

- Agar extracte de malta (EMA)

Composicié: extracte de malta 20 g; glucosa 20 g; peptona 1 g;
agar 20 g; aigua destil.lada 1000 ml.

Es dissolen tots els components per separat {a eXcepcié de
l’agar) i posteriorment s’ajunten tots. S’ajusta el pH de la
barreja a 5,5. S’afegeix l’agar i s’esterilitza.
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- Medi d’assaig d’antibidtics de Wickerham (medi Wickerham)
(RAPER i THOM, 1949)

Composicié: extracte de llevat 2 g; peptona 3 g; glucosa 30 g;
NaNO, 2 g; K,HPO,.3H,0 1 g: MgSo, 0,5 g:; KCl 0,2 g:; FeSO,.7H,0
0,01 g; agar 18 g; aigua destil.lada 1000 ml.

Es dissolen tots els components per separat (excepte l’agar).
Posteriorment s’ajunten tots a excepcid del fosfat. S’ajusta
el pH de la barreja i del fosfat a 7,0. S’afegeix 1l’agar a la
barreja 1 s’esterilitza. Es refreda i un cop esta a 45oC
s’afegeix el fosfat a la barreja i es reparteix en plaques.

- Agar recompte en placa (PCA)

Composicid: peptona 10 g; extracte de llevat 2,5 g; glucosa 1
g; agar 18 g; aigua destil.lada 1000 ml.

Es dissolen tots els components per separat (excepte l’agar).
Posteriorment es barregen. S’ajusta a pH 7,0. S’afegeix l’agar
i s’esterilitza.
- Brou nutritiu

Composicié: peptona 10 g; extracte de carn 3 g; NaCl 5 g; aiqua
destil.lada 1000 ml.

Es dissolen tots els components per separat. Posteriorment es
barregen. S’ajusta a pH 7,0. S’esterilitza.
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2.1.2.~ Identificacié de floridures

a) Caracters culturals

S’observaran les floridures crescudes en el medi PDA. Per tenir
més informacié i poder-ne fer una descripcié completa se’ls pot
sembrar en els medis classics : PDA , agar Czapeck 1 agar
extracte de malta. En algun cas especific, com és amb les
soques del génere Fusarium, s’empraran altres medis especifics,
que es detallaran posteriorment.

La sembra es fa en 3 punts (triangle) amb la placa invertida.
S’incuben a 280C durant 5 dies.

Els cultius han d’examinar-se anotant els seglients caracters
culturals :

1.~ Grau de creixement. Es descriu com a molt lent, lent,
moderat, discret, rapid, etc. En algunes diagnosis es donen els
diametres reals de les colonies, transcorregut un determinat
nombre de dies.

2.- Color de la coldnia 1 canvis que pugui sofrir. Si és
uniforme, per zones o en mosaic . Es interessant anotar també
els colors que apareixen als voltants de les coldnies en
desenvolupament.

3.- Colors i canvis que puguin produir-se en el revers de les
colonies.

4.- Canvis de color en el medi, tant si tenen lloc només a
l’area compresa per la coldnia com si s’han difés.

5.- Textura superficial.
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6.- Olor, si existeix. En general les olors sén molt dificils
de descriure. Moltes espécies tenen una olor gque podem
descriure com "florit",.

7.~ Caracteristiques dels vaciols de liquid transpirat , que
es troba a vegades en el creixement aeri.

b) Observacié microscopica

- Preparacions en portaobijectes

Es diposita una gota petita de 1liquid al centre d‘un
portaobjectes de vidre net i desengreixat. El1 1liquid de
muntatge utilitzat ha estat 1lfaigua destil.lada, encara Jue
també es podia emprar el lactofenol d’Amann (fenol-cristalls
purs 10 g; acid lactic 10 g; glicerina pura 20 g; aigqua
destil.lada 10 ml. Es prepara facilment escalfant el fenol amb
aigua fins que es dissol, afegint després 1l‘acid lactic i la
glicerina. L’index de refraccié és de 1,45).

Amb la nansa de Kolle estéril es recull de la part més externa
del cultiu , una part del miceli fdngic, procurant no trencar

massa les hifes. -

Es posa un cobreobjectes , intentant que no quedin bombolles
d’aire. '

Es passa a l’observacid microscopica.

- Caracters morfologics

l.- Caracteristiques de 1les hifes submergides : color,
preséncia o abséncia de septes, diametre aproximat i caracters
distintius d’estructures especials si en tenen.
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2.- Grau de desenvolupament de les estructures de
fructificacid.

3.~ Caracteristiques i disposicid dels drgans de fructificacié
madurs, ja siguin esporangis, peritecis, picnidis,
esporodoguis, coremis o conidiofors, lliures 6 bé en el
substrat, en la superficie o en el miceli aeri. També és molt
important destacar si existeix més d’un tipus d’estructura
d’esporulacid.

4.- Color, tamany i forma dels drgans de fructificacidé, prenent
mesures de les parts essencials i disposicidé en elles de les
espores.

5.~ Detalls sobre l’estructura de la fructificacié , prenent
‘mesures de les parts essencials i disposicié en elles de les
espores.

6.~ Detalls complets de les espores : color, forma, tamany,

tabicacié i marques superficials.

Les principals monografies que s’han fet servir per a la
classificacié dels géneres més importants sén les segiients :

Fusariull SPe svececces MESSIAEN i CASSINI (1968); BOOTH
{(1977): GERLACH i NIRENBERG {(1982);
NELSON, TOUSSOUN i MARASAS (1983).
Alternaria SPe cveceses SIMMONS (1967):; ELLIS (1971; 1976).
Aspergillus sp. ....... RAPER i FENELL (1965)

Aspergillus flavus .... CHRISTENSEN (1981)

Penicillium Sp. ..vawse RAPER 1 THOM (1949); PITT (1979)
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2.1.3.~ Conservacidé de sogques

Totes les soques interessants d’ésser conservades cal que

estiguin en cultiu pur. S’inoculen en tubs de PDA i s’incuben
a 280C durant 5 dies.

Es refrigeren a temperatures entre 4 i 60C.

Caldra ressembrar-les cada dos mesos aproximadament.

2.2.~ PRESA DE MOSTRES

Es prenen uns 500 g de llavors de les sitges, agafades de
diversos punts de la sitja (de la part alta i baixa, amb una
sonda i de forma aseéptica) i es barregen (FAO, 1989).

Un cop al laboratori s’analitzen rapidament. No convé esperar
massa temps abans d‘analitzar ja que si les condicions no sén
d’hunmitat i temperatura baixes, podrien créixer floridures i
es podrien produir toxines.

2.3.- PARAMETRES NO MICROBIOLOGICS ESTUDIATS DE LES MOSTRES

2.3.1.~ Humitat

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

Es pesen 100 g de mostra, i es tritura a continuacié. La
mostra s’estén uniformement sobre la superficie d’una placa
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Petri, fent-se dues repeticions. Es pesa el recipient amb la
seva tapa abans i després d’haver-la omplert. A continuacié es
col.loca rapidament la placa oberta en una estufa mantinguda
a una temperatura de 1320C % 2°C, durant 1 hora. Es tapa el
recipient un cop passat el temps, i1 es col.loca en un
dessecador durant 45 minuts perqué es refredi. Un cop fred es
pesa el recipient amb la seva tapa i contingut.

La quantitat d’aigua continguda a les mostres es calcula com
un percentatge en pes, aplicant la férmula seglient :

Humitat (%) = M, = M, X ==—===

essent ¢

]

M,
M,

pes en grams del recipient i la seva tapa.

pes en grams del recipient , tapa i contingut de la
mostra abans del secat.

M, = pes en grams del recipient, tapa i contingut de la mostra

després del secat.

2.3.2.- Activitat aigua (a.)

S’analitza el contingut en aigua lliure i utilitzable pels
microorganismes.

Es tritura la mostra de colza. Es col.loca en la part inferior
d’una capsula de plastic de 4 cm de diametre. S’allisa la
superficie. Es posa dins 1l’aparell Novasina, préviament
calibrat i mantingut a 250C, i es determina l’a,.
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2.3.3.- Puresa

Es determina la netedad de la mostra a analitzar, 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 els grans sencers dels
grans trencats, polset, palles, pedres, llavors de males herbes

i altres llavors. Es pesen.

El resultat s’expressa en percentatge de grans sencers :

Puresa (%) = 100 - pes impureses

2.3.4.~ Presencia d’insectes, acars o altres organismes

S’indica la preséncia o abseéncia, anotant els possibles danys
o trencadures originades per aquests.

2.4.~ CONTAMINACIO DELS GRANS PER MICOTOXINES

2.4.1.~ Aflatoxines
a) Analisi per fluorescéncia

Es molen 10 g de mostra. S’examinen sota llum UV de 365 nm. La

preséncia de fluorescéncia en alguna particula indica la
contaminacié per aflatoxines.

En el cas de mostres d’ordi cal anar molt en compte , doncs es

pot confondre la fluorescéncia amb algun component d’aquest
cereal.
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b) Analisi quimica segons el Métode Oficial Espanyol (B.O.E.,
1981).

Adaptacié del metode de GIMENO (1979) per a la determinacié
d’aflatoxines en pinsos, cereals i subproductes, publicat en
el 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
flascé Erlenmeyer de 250 ml 6 en un vas de precipitats.

2. S’afegeixen 90 ml d’acetonitril i 10 ml de clorur potassic
al 4%.

3. Es tapa i s’agita durant 30 minuts en un agitador reciproc.

4., Es filtra en filtre de plecs sobre proveta de 100 ml. Una
vegada filtrat es pesen 50 ml d’aquest i es porten a un embut
de decantacié.

5. S’afegeixen 50 ml d’isoocta, es tapa i s’agita durant 20
segons.

6. Es deixen separar les capes i s’elimina la capa superior
d’isoocta . Per aixd , es passa tota la capa inferior a la
proveta (no importa que passi un poc de la capa superior) i
s’elimina la capa d’isoocta . L’extracte de la probeta es torna
a l’embut de decantacié.

7. Es repeteix el rentat amb isoocta (apartats 5 i 6) tres cops
més.

8. S’afegeixen 12,5 ml d’aigua destil.lada a 1l’extracte
d’acetonitril i s’agita. S’afegeixen 25 ml de cloroform i
s’agita durant 20 segons.
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9. Es deixen separar les capes. Es recull la capa inferior
filtrant-la a través d’un filtre de plecs parcialment ple amb
sulfat sodic anhidre i es recull el filtrat en un flasco
Erlenmeyer de 250 ml amb boca esmerilada.

10. S’afegeix a l’embut de decantacié, 1 ml d’acid clorhidric
1IN i es barreja. S’addicionen 20 ml de cloroform i s’agita
durant 20 segons. Es deixen separar les'capes i es recull la
capa inferior filtrant-la com en l’apartat 9. Els extractes
filtrats es van reunint en 1l/’Erlenmeyer de 250 ml.

11. La capa aquosa es renta amb tres porcions successives de
10 ml de cloroform, filtrant cada extraccié (capa inferior) com

s’ha dit anteriorment i reunint-se tots els extractes
cloroformics.

12. S’evapora fins a sequedat en evaporador rotatori

(temperatura del bany 50-55 oC) i es redissol amb cura en 1 ml
de clorofornm.

13. Es passa l’extracte a un vial apropiat per a procedir a la
cromatografia de capa fina.

Cromat afi fi

14. Es disposara de plaques de silicagel 60 de 0,25 mm de
gruix, sense indicador de fluorescéncia, préviament activades
a 1100C durant 30 minuts i refredades (si no s’han de fer
servir immediatament, es guarden en dessecador). Es poden fer
servir cromatofolis de silicagel 60 de 10 x 20 cm activats de
la mateixa manera.

15. Es disposara d’un vial amb solucié patré d’aflatoxina B,
(aproximadament 0,5 ug/ml en cloroform).



82

16. Sobre una linia imaginaria situada a 2,5 cm del canté
inferior de la placa, s’efectua, amb la microxeringa Hamilton,
4 deposicions 4/ 1 , 5, 10 i 20 ul d’extracte problema.

17. Després de netejar la xeringa amb 5 descarregues de
cloroform, efectuar 4 deposicions d’ 1, 3, 5 i 10 ul de solucié
patré d’aflatoxina B, (0,5 pg/ml). A més de deposar 5 ul de
patré d’aflatoxina B, sobre una de les deposicions de 5 ul de
l’extracte problema (servira com a patré intern a efectes
d’identificacid).

18. Col.locar la placa en posicié vertical dins d’una cubeta
amb 100 ml de cloroform:acetona (88+12 6 90+10 v/v). Deixar que
es desenvolupi fins que hagi recorregut aproximadament 11 cm.

19. Treure la placa i deixar-la assecar durant uns minuts en
la foscor. Observar 1la placa sota 1llum UV a 365 nm.
L’aflatoxina B, apareixera com una taca fluorescent de color
blau. La identificacid de 1’aflatoxina s’efectuara per igualtat
en el recorregut (Rf) enfront el patrd de la mateixa. La
deposicié de patré intern ajudara en la identificacié.

20. Observant la intensitat de la fluorescéncia blava, anotar
la relacid de similituds existents entre les fluoresceéncies de
les deposicions de 1l’extracte problema i les del patré
d’aflatoxina B,. Quan la contaminacié sigui molt severa, sera
necessari diluir convenientment l’extracte problema i repetir
la cromatografia.

21. La identitat de 1’aflatoxina B, es pot confirmar
polvoritzant la placa amb acid sulfudric al 25% en aigua, sota
vitrina de gasos, i s’observa la placa a la llum UV de 365 nm.
L’aflatoxina B, apareixera amb una taca fluorescent de color
groc.
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2.4.2.- Toxines produides pel génere Alternparia: _acid
tenuazonic (TA), alternariol (AOH), alternariol metil é&ter
(AME) , altertoxina-I (ATX-~I) i altertoxina=-II (ATX-II1)

a) Analisi quimica de les mostres de colza (VISCONTI i cols.,
1986).

* Metodologia

1. S’agafen 50 g de mostra. S’afegeixen 75 ml de metanol. Es
tritura. Es filtra amb embut Buchner sota bomba de buit.

2. Del filtrat s’agafen 40 ml ( si no n’‘hi ha prou , s’afegeix

metanol). Es barregen amb 80 ml de (NH,).,SO, al 20 %. Es filtra
sobre embut.

3. Se’n recullen 90 ml 1 es col.loquen en un embut de
decantacié. S’afegeixen 30 ml d’hexa. S’agita. Es recupera la
fase inferior, que és la que no conté hexa.

4. Es fan tres extraccions amb 10 ml de diclormeta.

5. Es barregen els extractes i s’evaporen fins a sequedat en
l’evaporador rotatori, amb el bany a 40oC.

6. Es redissol amb diclormeta i es torna a evaporar fins a
sequedat.

7. Es redissol amb 1 ml de metanol. Es fa cromatografia de capa

fina. Es en aquest extracte on es troben les toxines AME, AOH,
ANE, ATX~-I i ATX-II.

8. La solucidé aquosa resultant de l’extraccié del punt 4,
s’ajusta a pH 2 amb 1 ml de HC1l al 37 %.
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9. Es fan dues extraccions amb 50 ml de diclormeta. La fase
aquosa s’elimina.

10. Es barregen les dues fraccions de diclormeta en un embut
de decantacié. S’afegeixen 30 ml de NaHCO, al 5 %. S’agita
durant 1 minut.

11. Es recupera la fase superior, que és la que no conté
diclormeta. S’afegeixen, amb molta cura, 20 ml de HCl 1N per
ajustar el pH a 2 .

12. Es fan dues extraccions de la solucidé acida obtinguda amb
30 ml de diclormeta. S’elimina la fase aquosa.

13. Les fraccions es posen en un embut de decantacié.
S’afegeixen 25 ml d’aigua destil.lada. S’elimina 1la fase
aquosa, que és la fase superior.

14. La fraccié recuperada s’evapora fins a sequedat. Es
redissol amb metanol i es torna a evaporar fins a sequedat.

15. L’extracte final es redissol amb 2 ml de metanol i se’n fa
una cromatografia de capa fina. Es en aquest extracte on
apareix la toxina TA.

Cromato ja d a

16. Es disposara de plaques de silicagel de dues dimensions i
amb indicador de fluorescéncia.

17. Es disposara d’un vial per a cada solucié patré de les
diverses toxines.

18. Sobre una linia imaginaria situada a 2,5 cm del canté
inferior de la placa, s’aplicaran 50 pyl de l’extracte problema
amb una microxeringa Hamilton.
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19. S’aplicaran els patrons a radé d’1 ul de TA, 0,5 pl d’ACH,
2 ul A’AME, 5 ul 4A’ATX-I i 1 u 4d’ATX-II.

20. Col.locar la placa en posicié vertical dins d’una cubeta
amb 100 ml de tolué:acetat d’etil:acid foéormic al 90% [TEF]
(60+30+10) per a 1’analisi de TA, i 100 ml de cloroform:acetona
(88+12) per a la resta de toxines. Deixar que es desenvolupi
fins que quedin uns 15 mm per arribar al final de la placa.

21. Treure la placa i deixar-la assecar uns minuts. Observar
la placa sota llum UV a 365 nm 0 a 254 nm. AME i AOH sota llum
UV a 365 nm apareixen unes taques fluorescents de color blau;
ATX-I i ATX-1II apareixen unes taques fluorescents groc-taronja
i taronja, respectivament. Si s’observen a 254 nm, TA, AME i
AOH apareixen com a taques fluorescents apagades.

22. La identificacié de les toxines s’efectuari per igualtat
en el recorregut (Rf) en front al patré de la mateixa.

2.5.- INFECCIO FUNGICA

2.5.1.,= i6 fiungica

* cultiy (PITT i HOCHING, 1985)

Es preparen 10 plaques amb medi PDA .

S’agafen 50 grans de la mostra a l’atzar, es desinfecten
superficialment amb una solucié d’hipoclorit sédic al 2% durant
2 minuts, i es fan dos rentats successius amb aigua destil.lada

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 280C durant 5 dies.

* Lectura

El grau d’infeccié d’una mostra es determina pel percentatge
de grans que presenten creixement fungic. El percentatge de
cada una de les floridures, és la proporcié entre el nombre
de grans que presenten el seu creixement i el nombre total
d’ells (sembrats a les plaques).

2.5.2.- Recomptes micoldgics totals
* cultiu

Es pesen 20 g de mostra de pinso. Es col.loquen en un flascé
Erlenmeyer de 500 ml amb 180 ml d’aigua destil.lada i tween
80 esteril i es tenen en agitacié durant 30 minuts en un
agitador reciproc a 92 rpm .

A partir de la "série de dilucions decimals"™ i per duplicat,
es diposita 1 ml de cada dilucié en altres tantes plaques de
Petri estérils. Posteriorment s’hi afegeixen 15 ml de medi PDA,
préviament liquat i atemperat a 470C. Es barreja perfecta i
suaument, medi i indcul sobre la taula de treball. Es deixa
solidificar l’agar de les plaques sobre una superficie
horitzontal, a temperatura ambiental. Un cop és sdlid,
s’incuben aquestes plaques en posicié invertida a 280C durant

5 dies, encara que es fan lectures als 3 dies.

* Lectura

Per fer el recompte de floridures es seleccionen les plaques
que presentin un nombre d’unitats formadores de coldnies
(u.f.c.) comprés entre 0 i 50. Es compten el nombre d‘u.f.c.
de les dues plaques de la dilucié escollida, i1 se’n fa la
mitjana.
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El nombre total de floridures {(u.f.c.) per gram de mostra,
s‘obté multiplicant 1la mitjana obtinguda a les plaques de
recompte pel factor de dilucidé d’aquestes.

2.6.- SOQUES DEIL GENERE FUSARIUM

2.6.1.- Classificacié
a) Medis de cultiu

* PD
Medi general per determinar el génere, per fer microcultius i
per conservar les soques.

* Farina de civada agar (Oatmeal agar; OA)
Medi especific per al génere Fusarium (BOOTH, 1977).

Composicid : flocs de civada 36 g , agar 20 g , aigua
destil.lada 1000 ml.

Es fan bullir els flocs de civada en l’aigua durant una hora.
Es filtra mitjancant una mussolina. S’afegeix al filtrat aigua
destil.lada fins a 1 litre. S’ajusta el pH a 5,5. S’afegeix
l’agar, s’esterilitza i es reparteix en plaques. Es sembra la
floridura en tres punts, s’incuba de 3 - 5 dies a 280C i
després es té uns 10 dies més a temperatura ambient i llum.

Aquest medi permet classificar segons la pigmentacidé gue hi
agafen les floridures, tant en la part superficial com al

revers. Adquestes dades caldra complementar-les amb les
observacions microscopiques .
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* Medi_de clavell (FISHER i cols., 1982)

Composicid : fulles de clavell; agar 18 g; aigua destil.lada
1000 ml.

Les fulles de clavell s’esterilitzen amb gas propa.

Es barreja i fundeix l’agar i l’aigua. S’ajusta a pH 5,5 , i

s’esterilitza. Es reparteix en plagques. Es col.loquen'
aproximadament unes tres fulles de clavell asépticament sobre

el medi de cultiu.

Per sembrar es fa al costat o a sobre les fulletes. Es tenen
de 2-3 dies incubades a 280C i després uns 14 dies a
temperatura ambient i llum.

* Medi Czapek modificat (CLEAR i PATRICK, 1992)

Aquest medi serveix per a diferenciar Fusarium moniliforme,
F.proliferatum i F.subglutinans.

Composicié: sacarosa 200 g; NaNo, 3 g; KCl1l 0,5 ¢g; K,HPO, 1 g;
Mgso,.7H,0 0,5 g; FeS0,.7H,0 0,01 g; agar 18 g; aigua

destil.lada 800 ml.

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

b) Altres tipus de cultiu

* Microcultiu

En una placa de Petri es col.loca paper de filtre i una vareta
de vidre en forma de triangle. A sobre la vareta es posa un
portaobjectes. S’esterilitzen aquestes plaques embolicades en
paper kraft a l’estufa a 1800C durant 2 hores.
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Es preparan plagques amb medi PDA, amb un 2% d’agar.
S’esterilitzen tubs d’assaig amb aigua destil.lada.

Amb un bisturi estéril es talla un cub del medi PDA 4’1 cm®* i
es col.loca en el centre del portaobjectes esteril.

S’inocula pels quatre costats i es tapa amb un cobreobjectes
estéril. S’afegeix un poc d’aigua estéril sobre el paper de
filtre per donar humitat ambiental.

S’incuba a 280C durant 1 - 2 dies. Després es deixa a
temperatura ambient i llum durant uns 7 - 10 dies més. En el
cas d’altres floridures no es seguiria aquest segon pas, siné
que es deixaria aproximadament una setmana a 280C i després ja

es podria observar al microscopi.

La floridura es desenvolupa per fora del bloc de medi i envaeix
ambdues superficies de vidre.

Un cop aconseguit el creixement desitjat, es separa amb molta
cura el cobrecobjectes del bloc de medi i es posa amb la cara
de cultiu mirant avall, sobre un portaobjectes amb una gota
d’aigua o amb lactofenol, i ja es pot observar al microscopi.
També es pot fer el mateix amb el portaobjectes, d’on es treura

amb precaucié el bloc de medi i quedara una segona preparacié
per observar. ‘

2.6.2,~ jvi enzimatiqu

Amb el terme de produccié d’enzims s’entén la capacitat de la
floridura per a sintetitzar enzims i llur activitat en el medi
després d’ésser produits.

Tots els tests, si no s’indica el contrari, es fan en plaques
de Petri de 10 cm de diametre, sembrades en 3 punts



20

equidistants a partir d’una suspensié d‘espores en aiqua
destil.lada i tween 80, provinents de cultius crescuts durant
5 dies en medi PDA.

Les plaques s’incuben a 280C durant un periode de 4 a 9 dies
segons els casos.

Després es determina l’activitat enzimatica, i es pren la
mitjana de les tres repeticions que se’n fan.

Tots els medis contenen suficient substrat, a més del que es
vol testar, per a donar un bon creixement de la floridura.

a) Activitat amilolitica

La capacitat per a degradar el middé s’utilitza com a criteri
per a la determinacié de la capacitat de produir enzinms
amilolitics.

* Medi : peptona 10 g; NaCl 5 g; extracte de carn 30 g; midd
soluble 2 g; agar 20 g; aigua destil.lada 1000 ml.

Es dissolen els ingredients en aigua i s’ajusta la reaccid a
pH 6. S’esterilitza i es reparteix en plaques.

S’inocula la floridura en 3 punts i s’incuba durant 4 dies.

* Lectura : l’activitat amilolitica es detecta per la preséncia
al voltant de les coldonies d’halus grocs quan s’inunda la placa
amb el reactiu de lugol (icde 1 g; iodur potasic 2 g; aigua
destil.lada 300 ml, que es prepara de la forma segiient: En una
petita quantitat d’aigua destil.lada es dissol 1’iodur potasic.
A continuacié s’afegeix el iode, préviament polvoritzat en un
morter. Finalment s’agrega la quantitat d‘aigua destil.lada
restant.).
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Es mesura el diametre de 1’halo i el de la coldonia. El quocient
entre ambddés ddéna el valor de la seva activitat (HANKING i
ANAGNOSTAKIS, 1975). La reaccid és immediata.

b) Activitat cel.lulolitica

S’empra el paper Whatman n¢ 1 com a substrat per a la produccié
d’enzims cel.lulolitics.

* Medis :

- Paper Whatman n® 1 de 7 cm de diametre

- Solucié nutritiva: (NH,),SO, 0,5 g; KH,PO, 1 g; KCl1 0,5
g; extracte de llevat 0,5 g; asparagina 0,5 g; CaCl,.Z2H.0
0,1 g; MgSO,.7H,0 0,2 g; aigua destil.lada 1000 ml . Ajustat
a pH 5,5.

- Agar glucosa : glucosa 60 g; KNO, 2 g; MgS0,.7H,0 0,5 g:
KH,PO, 1 g:; Bacto agar 20 g; aigua destil.lada 1000 ml
Ajustar a pH 5,5.

* Met :

S’esterilitza el paper de filtre en paqguets de 5 en 5.

Es col.loquen 5 unitats de paper per placa Petri esteril.
S’hi tiren 10 ml de la solucié nutritiva. Es col.loca a sobre
2 discs de 6 mm de la floridura crescuda, agafats de la zona
marginal. Es segellen les plaques amb parafilm .

S’incuben a 280C durant 25 dies i a la foscor.

* Lectura : el paper es 1liofilitza (1 dia dins el

liofilitzador). Es determina la pérdua de pes respecte als
controls.

Presenta un problema ja que no es té en compte la difereéencia
de creixement fungic. La peérdua de pes representa tan sols una
porcié de la cel.lulosa consumida en la respiracié per la
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floridura, sense incloure el que s’ha convertit en substancies
fingiques (MALIK i cols., 1980).

c) Activitat desoxirribonucleasica

Es detecta per la produccié d’enzims capagos de degradar 1l’acid
desoxirribonucleic.

* Medi : Difco DNsa agar 39 g; aigua destil.lada 1000 ml.
Ajustat a pH 6.

Es dissol en aigua escalfant fins a 1’ebullicid. Es distribuiex
en matrassos i s’esterilitza a 1’autoclau. Es reparteix el medi
estéril en plaques, a raé de 15 ml i es deixa refredar.

Es sembra la floridura i s’incuba durant 4 dies.

* Lectura : la degradacid de 1l’acid desoxiribonucleéic és
positiva quan s’observen a l’entorn de les colodonies 2zones
transparents en contrast amb el medi opac, a 1’/inundar la placa
amb una solucié de HC1l 1N (HANKIN i ANAGNOSTAKIS, 1975). Cal
esperar una mitja hora per a veure els resultats.

d) Activitat lipolitica

S’utilitza el tween 20 (sorbitan monolaurat) com a substrat
lipidic.

* Medi : medi basal = peptona 10 g; NaCl 5 g; CacCl,.2H,0 0,1 g;
agar 18 g; aigua destil.lada 1000 ml.

Es dissolen els ingredients en aigua i s’ajusta el pH a 6. S’hi
posa l’agar i es reparteix en matrassos, esterilitzant-se a
l’autoclau. E1l tween 20 s’esterilitza a 1’autoclau per separat.
S’afegeix després, quan el medi estd a uns 450C, a radé d’1 ml
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per cada 100 ml de medi basal. S'homogeneitza i es reparteix
en plaques (SIERRA, 1975).

Es sembra la floridura i s’incuba durant 7 dies.

* Lectura : l’activitat lipolitica es detecta per la preséncia
als voltants de la coldnia d’un precipitat visible, degut a la
formacié de cristalls de la sal calcica de 1l‘acid lauric, o
d’una zona clara deguda a la completa degradacidé de la sal de
17acid gras. Es mesura el diametre de l’halo i el de 1la
colonia; el quocient entre ambdés ddéna el valor de la seva
activitat. (HANKIN i ANAGNOSTAKIS, 1975).

e) Activitat pectinolitica

Es fa servir la pectina com a substrat per a la produccid
d’enzims pectinolitics. El medi que s’emprara sera a pH 7 per
tal de detectar 1la produccié de transaminasa peéctica,
interessant ja que mitjancant aquest enzim la floridura pot
degradar 6 fer malbé les cobertures de les llavors.

* Medi : solucié de sals minerals 500 ml [(NH,).SO, 2 g; KH,PO,
4 g; Na,HPO, 6 g; FeSO0,.7H,0 0,2 g; CaCl, 1 mg; H,BO, 10 ug; MnSO,
10 ug:; ZnSO, 70 ug; CuSO, 50 pug; MoO, 10 ug ]; extracte de
llevat 1 g; pectina 5 g; agar 15 g; aigua destil.lada 500 ml.

Es dissolen els ingredients, excepte els fosfats,en part de
l’aigua 1 s’ajusta el pH a 7. S’'hi afegeix l’agar i es
reparteix en matrassos i s’esterilitza a 1l’autoclau. Els
fosfats es dissolen en la part restant d’aigua, s’ajusta el pH
i s’esterilitza a l’autoclau. Quan la temperatura és de 450C
es barregen els fosfats amb el medi, i es reparteix en plaques.

Es sembra la floridura i s’incuba durant 4 dies.

* Lectura : 1l’activitat pectinolitica és positiva quan
s’observen a l’entorn de les coldnies zones transparents en
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contrast amb el medi opac, a 1’inundar la placa amb una solucié
de HCL 7N (HANKING i ANAGNOSTAKIS, 1975) . La reaccid és
bastant rapida (en cas de no veure’s clar, esperar una nitja
hora).

f) Activitat proteolitica

S’empra la gelatina com a substrat proteic per a la produccid
d’enzims proteolitics.

* Medi : gelatina 200 g; peptona 10 g; NaCl 5 g; aigua
destil.lada 1000 ml.

Es dissolen els ingredients en aigua escalfant fins a
1’ebullicidé i s’ajusta la reaccié del medi a un pH de 6,8. Es
distribueix en tubs i s’esterilitza a l’autoclau.

S’inocula la floridura amb una pipeta estéril (préviament s’ha
fet una suspensié d’espores en aigua 1 tween esteéeril) i
s’incuba durant 9 dies.

* Lectura : els cultius s’introdueixen en un vas de precipitats
amb gel per tal de solidificar-los. Posteriorment s’inverteixen
i es mesura l’algada de la zona liquida , que representa el
grau d’activitat proteolitica (DAS i cols., 1979).

g) Activitat ureasica

* Medi : urea (solucid de 0,5 g/ml) 20 ml; Difco agar recompte
en placa 23,5 g; aigua destil.lada 1000 ml.

La solucié d’urea s’esteriltza a través d’un filtre de membrana
(Millipore). L’altre ingredient es dissol en 1l’aigua, s’ajusta
a pH 6 i s’esterilitza a l’autoclau. Quan ambdés components
estan a uns 450C, s’afegeix la solucidé d’urea al medi basal.
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Rapidament es reparteix en plaques.
Es sembra la floridura i s’incuba durant 7 dies.

* Lectura : la produccié d’ureasa es detecta quan s’addiciona
a la placa incubada un medi de lectura (tampdé fosfatat 0.01M
100 ml; urea 1 g; agar 1,5 g; blau de bromotimol a 1’1% 0,5
ml). Es dissol l’agar en el tampé fosfatat. S’ajusta a pH 6.

S’escalfa i quan esta a 45°C, s’afegeix la urea, per evitar la
hidrdlisi. Després s’hi afegeix el blau de bromotimol.

El color ha de ser groc-taronija. Si és verd cal ajustar-ho amb
HCl 0.1N fins que agafi la tonalitat groc-taronija.

Les coldnies capaces de produir ureasa viren el color de la
capa superior a blau (HANKIN i ANAGNOSTAKIS, 1975). Segons el
temps de viratge es qualifica la seva activitat :

30 min ..o e00. Fbt
1 h tivevenses 4+
1-2 h tevesees +
2h tiiiiinnes =

h) Assajos API-ZYM

* Reactius:
- ZYM A : tri-hidroxi-metil-amino-meta 250 g; HCL al 37% 110
ml; sulfat de lauril 100 g; aigua destil.lada 1000 ml.
- ZYM B: "fast blue"™ BB 3,5 g; 2-metoxi-etanol 1000 ml.

* Métode:
Es prepara una suspensié d’espores ( aproximadament 2 x 10¢

espores ml™), a partir de la floridura crescuda durant 5 dies
en medi PDA i mesurada en una cambra Thoma.

Es reparteixen aproximadament 5 ml d’aigua de l’aixeta en els
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alveols de 1la caixa, per aconseqguir el grau d‘’humitat

necessari.

Es treu una tira del paquet i es col.loca en la caixa de
plastic, que és d’un sol us.

Es reparteix amb la pipeta Pasteur la suspensidé d’espores,
posant-hi unes dues gotes a cada cipula, el que es considera
que soén aproximadament 65 ul.

Es tanca la caixa 1 s’incuba a 37¢C durant 4-6 hores.
* Lectura:

S’afegeix 1 gota del reactiu ZYM A i una altra del reactiu ZYM
B a cada ctpula. Es deixen passar 5 minuts abans de llegir les
reaccions. Es aconsellable una exposicié prolongada de la
galeria a la llum solar per tal d’eliminar el fons groc de les
cuipules, produit pel colorant blau BB, que pot emmascarar algun
resultat.

Es fa la lectura i s’anoten els resulatats de 0 a 5 sobre la
fitxa corresponent (veure Taula 7). La nota 0 correspon a una
reaccidé negativa, la nota 5 a una reaccié d’intensitat maxima,
les reaccions intermitges s’anoten amb els valors 1, 2, 3 i 4
segons la seva intensitat, en base a una escala de valors.

El nombre aproximat de nanomols alliberats per l’activitat
enzimatica es pot deduir de la intensitat de les reaccions
obtingudes. El1 valor 1 correspon a l’alliberament de 5 nm, el
2alonm, el 3 a20nm, el 4 a30nm i el 5 a 40 o nés nm. Les
coloracions permaneixen estables durant varies hores, perd
després de 24 hores poden aparéixer coloracions estranyes.
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2.7.- TOXIGENICITAT FUNGICA

2.7.1.~ illus avus

a) Capacitat potencial de produir Aflatoxina

* Medi : medi de coco agar (CAM) [sacarosa 30 g; (NH,)H,PO, 10
g; K,HPO, 1 g; MgSO,.7H,0 0,5 g; KCl 0,5 g; FeSO,.7H,0 0,01 qg:
HgCl, 0,135 g; llet de coco 100 ml (es prepara homogeneitzant
en una batedora una part de carn de coco trossejat en dues
parts d’aigua destil.lada calenta. A continuacidé es filtra a
través de dues capes de gasa estéril i s’emmagatzema en
congelacidé fins a l‘hora d’utilitzar-se), aigqua destil.lada
900 ml; agar 18 g].

Es dissolen els ingredients en l’aigua , a excepcid del fosfat
que es dissol per separat. S’ajusta el pH d‘ambdés a 5,5.
S’afegeix l’agar i s’esteriltza a 1’autoclau. Quan estan a 45°C
s’hi afegeix el fosfat esterilzat i després es reparteix en
plaques Petri que han de ser de vidre, ja que la fluorescéncia
no es pot detectar en plaques de plastic.

Les soques d’Aspergillus flavus aillades es sembren en un punt
central de les plaques. S’incuben a 280C durant 7-10 dies.

* Lectura : Les plaques s’observen sota llum UV de 366 nm. La
preséncia de fluorescéncia blavosa que rodeja la colonia
presumeix que aquesta soca és potencialment productora
d’aflatoxina. La intensitat de la fluorescéncia es determina
subjectivament.
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2.7.2.- Aspergillus sp. i Penicillium sp.

a) Test d’espectre microbia

Degut a la capacitat de produir micotoxines gque tenen les
espécies d’aquest génere i pel fet que generalment agquestes sén

actives contra alguns microorganismes, es fa un test d’espectre
antimicrobia.

* Medis : medi Wickerham i medi PCA

* Metode:

Amb la hansa carregada d’una suspensié d’espores de la
floridura a analitzar, es sembra una linia en un costat de la
placa amb medi Wickerham i la incubem a 280C durant 4 dies.

Els microorganismes es sembren en medi PC a 370C durant 24
hores.

Es fa una suspensié de microorganismes en tubs amb aigua i
tween 80. Els microorganismes es sembren en angle recte amb
la coldonia de la floridura i tot seguit s’incuba a 31-37°C
durant 24 hores.

* Lectura : Passades les 24 hores d’incubacidé , s’anoten les
zones d’inhibicié produides per la floridura en front dels
microorganismesyesmentats. Es qualifica l’activitat segons les
inhibicions seglients :

inhibicié total ........ ++++
2=3 CM .vvvesessansnaees +++
12 CM tieeriennccnnneae H+
B o |
OCM toviesenoonssnnas =
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2.7.3.~ Fusariunm

a) Produccidé de Zearalenona

* Medis:
Medi Wickerham : liquid , pel que no s’afegeix agar al medi.
Ajustat a pH 5,5.

Flascons Erlenmeyers de 250 g en els que hi posarem 10 g de
vermiculita. S’esterilitzen a 1’autoclau a 121oC durant 1 hora.

* Metode:

1. Es posen 35 ml del medi Wickerham en els flascons
Erlenmeyers amb vermiculita. S’afegeix 2 ml d’una suspensié de
floridures, procedents d‘’un cultiu en medi PDA de 7 dies
d’incubacié.

2. S’incuba a 28°C durant 28 dies, per tal d’estimular 1la
produccié de toxines. També es podria fer : 15 dies a 250C, 13
dies a 10-120oC i els dies segluents deixar-ho a temperatura
ambient. Si es vol quantificar caldria veure quin métode és el

més eficient.

3. Es 1liofilitzen els cultius durant 2 dies en un
liofilitzador.

4., Es fa l’extraccié :
12 100 ml metanol destil.lat durant 24 hores
23 75 ml metanol destil.lat durant 24 hores

5. Es barregen els extractes.

6. S’evapora amb un evaporador rotatori fins a sequedat. Es
redissol amb 2 ml de diclormeta.
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Cromatografia de capa fina (SCOTT i col., 1978)

7. La cromatografia de capa fina es fa sobre plaques de silica
gel sense indicador de fluorescéncia. S‘empren com a
dissolvents cloroformo:metanol (93+7, v/v), a la primera prova
i cloroform:acetona (90+10) per a la prova confirmativa.

Es dipositen 10 ul de cada mostra, i dels patrons 10 ul del de

zearalenona i 20 ul dels 4’ a~-zearalenona i B-zearalenona, tots
tres diluits en metanol.

8. Es deixar assecar la placa a l’aire durant 5 minuts. Es
polvoritza la placa amb una solucié de "fast violet" B (sal de
diazoni) al 0,7%, fins que es vegi molla.

9. Es torna a polvoritzar amb una solucié amortiguadora (Na,B,0,
0,025 M ,50 ml; HCl1 0,1 M ,4,6 ml) a pH 9.

* Lectura:
10. S’asseca la placa a l’aire uns 5 minuts. Es poden observar
unes taques roses tipiques de la zearalenona.

11. Per a confirmar-ho, es torna a polvoritzar la placa amb
H,S0, al 50% i es posa durant 5 minuts a 1200C. Les taques de
zearalenona apareixen de color malva.

b) Produccié de Tricotecens

S’han determinat tricotecens del tipus A: toxina T-2, toxina
HT-2, neosolaniol (NEO) i diacetoxiescirpenol (DAS); i també
tricotecens del tipus B: deoxinivalenol (DON), 15=-
acetildeoxinivalenol (15 AcDON), fusarenon X i nivalenol (NIV).
* Medi:

El mateix que per a la produccié de zearalenona.



102

* Metode:
El mateix que per la produccidé de zearalenona , excepte la
cromatografia de capa fina.

Cromatografia de capa fina (TAKITANI i cols., 1979)

7. En plaques de silica gel sense indicador de fluorescéncia.
Dissolvents cloroform:metanol (9+1) per a la primera prova, i
cloroform:acetona (3+2) per a la prova confirmativa.

Es dipositen 10 ul de cada mostra (dissolta en diclormeta) i
2 pl de cada patré (dissolts en cloroform). Primer es fan
plaques amb els patrons de tricotecens del tipus B i les
mostres a analitzar. Les que surtin positives i les dubtoses
se’ls torna a fer una cromatografia juntament amb els patrons
de tricotecens del tipus A.

8. Es deixa assecar a l’aire. Es polvoritzar amb NBP [4-(p-
nitrobenzil) piridina, cloroform:tetraclorur de carboni (2+3)]
a 1’1 %. Com que el producte és molt wvolatil cal aplicar
l’esprai molt a prop (quasi tocant) de la placa , ja que si no
es volatilitza i no s’impregna i per tant no hi ha reaccié.

9. Després de l’evaporacié del solvent, es deixa la placa 30
minuts a 1500C i després es refreda a temperatura ambient.

10. Es polvoritza la placa amb TEPA [tetra-etilen-pentamina,
cloroform:tetraclorur de carboni (2+3) ] al 10% .

* Lectursa :

La preséncia de tricotecens es pot observar per 1'aparicié
d’unes taques blaves, amb el mateix temps de retencié que els
patrons emprats.

Cromatografia en HPLC

11. Es preparen dissolucions patré del DON, de : 100, 10, 15,
1 1 0,5 ppm de concentracié, emprant el metanol com a
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dissolvent.

12. Els extractes de mostres s’evaporen a sequedat amb nitrogen
i es redissolen en un vial amb 0,5 ml de diclorometa:metanol
(3+1). Se’n separa una porcié de 0,3 ml, que serad la dque
s’emprara per aquesta cromatografia i es tornen a evaporar fins
a sequedat amb nitrogen. El residu es redissol en 0,3 ml de
metanol. Aquesta dissolucidé es filtra en un filtre Millipore
(0,45 um).

13. S’injecten els patrons i els extractes de les mostres a
analitzar. El1 volum injectat varia de 10 a 20 ul segons la
concentracid utilitzada o esperada. La fase mdbil esta composta
per una mescla de metanol:aigua (20+80), la qual préviament ha
estat filtrada, emprant filtres Millipore de 0,22 gum, i
desgasificada. La desgasificacidé es porta a terme sotmetent la
mescla durant 20 minuts a ultrasons 6 bé fent el buit sobre el
liquid, mentre es sacseja amb l’ajuda d’un agitador magnétic.
Les condicions de treball sén: deteccid per UV a una longitud
d’ona de 222 nm i un fluix 4’1 ml/min. S’injecten les solucions
patrons en concentracions decreixents, i es calcula la minima
quantitat detectable.

14. Sfobté un temps de retencié de 7,3 % 0,5 minuts.

Croma ia d 0s

11. Es preparen patrons de les toxines (NIV, toxina T-2, toxina
HT-2, DAS, 15-DON i DON) de 10, 5, 1 i 0,5 ppm dissolts en
diclorometa:metanol (3+1).

12. Els extractes de les mostres s’evaporen a sequedat anb
nitrogen i es redissolen en un vial amb 0,5 nl de
diclorometa:metanol (3+1). Se’n separa una porcidé de 0,2 ml.

13. Purificacié de 1l’extracte: els 0,2 ml de 1l’extracte
s’addicionen a la part superior d’una columna preparada de la
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seglient manera: en la part inferior s’hi diposita 1 g de sulfat
sodic anhidre dispersat en tolué, seguidament s’addiciona 2
g de silica gel, préviamente dispersa en tolué, i a sobre 1 g
de sulfat sddic anhidre i tolué. Es renta el vial que contenia
l’extracte amb 0,3 ml de la mescla diclorometa:metanol (3+1)
i s’addiciona també a la columna, i es repeteix l’operacié amb
0,5 ml de diclorometa. Després es passen per la columna 15 ml
de tolué (2 ml d’aquests s’empren per a netejar el vial) i tot
seguit 15 ml d’hexa. Finalment s’afegeixen 60 ml de
diclorometa:metanol  (9+1) i s’evapora a sequedat en .
l’evaporador rotatori, vigilant que la temperatura del bany
d’aigua no superi els 350C. El residu es dissolt amb
diclorometa:metanol (3+1) i es passa a un vial de 4 ml.
S’evapora amb nitrogen i el residu es redissolt amb 1 ml de la
mescla diclorometa:metanol (3+1).

14. Derivatitzacié : es forma un derivat per reaccié amb Tri-
sil (agent sil.lilant d’alcohols), tant en els patrons com en
les mostres. S’evaporen 500 ul de l’extracte (o solucid patrd)
en un vial amb nitrogen i s’afegeix 50 ul de Tri-sil TBT.
Rapidament s’agita durant 1 minut al vortex i es deixa en repds
10 minuts. Després s’afegeix 500 ul d’hexa i s’agita al vortex
1 minut. S’addiciona 1 ml de dissolucié de fosfat (pH 7) i
durant 1 minut s’agita al vdrtex. Cal esperar la formacié de
dues capes que es separen. Es prenen 100 ul de la capa superior
i es dissolen amb 0,2 ml d’hexa.

15. Les condicions de treball del cromatdgraf sén: fluix de gas
portador (H,) 0,5 ml/min. Fluix "make-up" (N,) 35 ml/min. Fluix
"spliter" valvula B 50 ml/min i valvula T 1 ml/min. Temperatura
injector 2000C. Temperatura detector 3000C. Les programacions
de temperatures emprades sén : 110°¢C durant 1 minut, de 1100C
a 2000C a rad de 300C/min i 2000oC durant 30 minuts.

16. S’injecten les solucions patrons i les solucions provinents
dels extractes el mateix dia que es realitza la derivatitzaciéd.
El volum d’injeccié és 4’1 ul.
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17. La quantificacié es fa pel métode d’estandar extern. A
partir del pic obtingut en la injeccié patré, es calcula el
factor resposta que sera emprat en la quantificacié de les
mostres.

¢) Produccié de Fumonisines

* Medis:
- EMA

- Medi de pre~enriquiment (NH,Cl 3 g; FeSO,.7H,0 2 g; KH,PO,
2 g; peptona 2 g; extracte de llevat 2 g; extracte de malta 2
g: glucosa 20 g; aigua destil.lada 1000 ml) ajustat a pH 5,5.
S’esteriltza a 1l‘autoclau.

- Medi de blat de moro (blat de moro en gra 50 g; aigua
bidestil.lada 20 ml). Es pesa i es posa dins de flascons
Erlenmeyers de 250 ml. S’esterilitza a 1l1l’autoclau a 121oC
durant 15 minuts.

* Métode: ‘
1. Es sembra la floridura en medi EMA. S’incuba a 25¢C durant
10 dies.

2. La floridura crescuda es posa en tubs que contenen 2,5 ml
de medi de pre-enriquiment. S’incuben a 250C durant 1 dia i amb
agitacié (100 rpm).

3. Es tira tot el que hi ha en el tub incubat dins del flascé
Erlenmeyer que conté el medi de blat de moro. S’incuba a la
foscor a 250C durant 2 setmanes i després a 15°C durant 2
setmanes més. Si no s’analitza de seguida caldra posar-los al
congelador.

Extraccié
4. Es pesen de 50 a 60 g de mostra. S’'hi tiren 250 ml de
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metanol:aigua (3+1) en un pot de plastic, i es tritura amb una
batedora. Es filtra amb embut Buchner sota bomba de buit amb
paper Whatman n® 1, que cal humitejar abans de tirar-hi
l’extracte.

5. Es torna a barrejar la part sdlida amb 150 ml de
metanol:aigua (3+1), es tritura i es filtra de nou.

6. Es barregen els extractes i s’evapora amb rotovapor fins a
sequedat (temperatura maxima 400C).

7. Es redissol en 100 ml de metancl:aigua (1+3) i 100 ml de
diclorometa. S’agita i s’elimina la part inferior de l’embut.

En cas d’haver~hi problemes de separacié s‘’empra celita.
S’evapora amb l’evaporador rotatori fins a sequetat.

8. Es redissol amb 2 ml d’acetonitril:aigua (3+1).

Cromatografia de capa fina

9. Es fa cromatografia de capa fina en plaques de fase reversa.
Com a dissolvent es fa servir metanol:aigua (3+1) + 0.2% d’acid
acétic glacial.

" 10. Es deixa assecar sota campana durant 20 minuts.

11. Es polvoritza sota campana amb metanol:acid sulfiric:acid
acetic glacial (85+5+10) + 0.5% de p-anisaldehid.

12. Es posa a l’estufa a 1200C durant 5-7 minuts.
* Lectura:

Es poden observar les taques de color 1ilds.

Cas de resultar positiu cal confirmar-ho purificant la mostra.
S’han utilitzat dos tipus diferents de columna :
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a.- Columna d’amberilita X AD-2

13. Un cop esta acondicionada la columna (rentada amb aigua
destil.lada) s’hi tira l’extracte i :

1.- s’hi fan passar 80 ml d’aigua

2. W " " 80 ml de metancl:aigua (1+3)
3.=- " " " 80 ml de metanol:aigua (3+1)
4, " " n" 80 mi de metanol

14. Es recullen els quatre extractes per separat, i s’evaporen
~amb 1l’evaporador rotatori fins a sequedat.

15. Es redissol cada extracte amb acetonitril:aigua (3+1).

16. Es fa cromatografia TLC de cada un dels extractes 2,3 1
4.

Es considera que s’ha produit fumonisina si surt positiva la
cromatografia TLC dels extractes 3 i 4.

b.- Columna SAX Cartidge (métode SHEPHARD modificat. SHEPHARD
i cols., 1990)

13. S’acondiciona la columna amb 5 ml de metanol i després amb

5 ml de metanol:aigua (3+1) (cal no deixar la columna mai
seca).

14. Es fa passar per la columna l’extracte problema (la part
més clara i liquida de la mostra). Es recupera.

15. Es barregen 8 ml de metanol:aigua (3+1) amb la resta del
vial. Es passa pel mixer. Es deixa reposar. La part no espessa
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es fa passar per la columna. Es recupera.

16. Es barregen 3 ml de metanol amb la resta del vial, es passa
pel mixer i es deixa reposar. La part no espessa es fa passar
per la columna. Es recupera.

17. Es passen 14 ml de metanol + 0.5% d‘acid acetic. Es

recupera.

18. S’aconsella passar-ne 7 ml més de metanol + 0.5% d’acid
acétic. Es recupera.

19. Els recuperats s’evaporen per separat amb 1‘’evaporador
rotatori fins a sequedat . Es redissolt amb 1 ml de metanol
(rentant bé les parets) i1 es reevapora fins a sequedat. Es
redissol amb 0,2 ml d’acetonitril:aigua (3+1).

20. Es fa cromatografia TLC de tots els extractes.

Es considera que és a l’extracte 4 on si hi ha fumonisina , es
detectara.

Cromatografia pex HPLC

21. Preparacié de 1l’aparell d’HPLC: el detector de
fluoresceéncia es posa en funcionament unes 4 hores abans de
comengar l‘’analisi per tal d’cbtenir una linea de base estable.
Abans de fer passar la fase mobil pel sistema, aquest es neteija
durant 20 minuts a fluix 1-1,5 ml/min amb aigua bidestil.lada
filtrada i desgasificada al buit. Seguidament, s’hi deixa
circular la fase mdbil al mateix fluxe. La fase mobil esta
formada per : metanol:KH,PO, 0,1M (4+1). Aquesta mescla s’ha
d’ajustar a pH 3,35, amb H,PO, i es filtra i desgasifica cada
vegada que s‘’inicia una sessié d’analisi.

22. Una vegada el sistema ha estat posat a régim amb la fase



109

mobil, es procedeix a la programacié dels diferents aparells
de qué consta el cromatograf. Pel detector fluorometric:
"range" = 0,1 , "rise time" = 5,0 , PMT signal = 0,1 , longitud
d’ona d’exitacidé = 335 nm i longitud d’ona del filtre d’emissid
= 418 nm. Per l’integrador: velocitat del paper (cht sp) = 0,5,
zero = 3, atenuacié (att) = 2° , area d’integracidé = 1000,
Thrsh = 4 i P, = 0,3.

23. Preparacié del reactiu de derivatitzacidé. Aquest s’obté
mesclant: OPA (o-ftaldehid) 40 mg; metanol 1 ml; Na,BO, 0,1M 5
ml; 2-mercapto-etanol 50 pl. Aquest reactiu s’ha de guardar a
la foscor i fora de fonts de calor. Al cap d’una setmana
d’haver-lo preparat s’ha de procedir a la seva renovacié. L/OPA
s’ha de conservar en el congelador.

24. Obtencid del derivat: el derivat es prepara inmediatament
abans d’injectar, per la qual cosa s’addicionen 200 ul del
reactiu de derivatitzacidé a 50 ul de la solucidé de l’extracte
purificat i s’agita durant 20 segons. Tot seguit, abans no
transcorri un minut, s’injecta un volum de 20 ul del derivat
a un injector del tipus Rhecdine, equipat amb un "loop" de 20
ul. Els senyals corresponents a FB, i FB, es registren en un
registrador-integrador, identificant-los pel seu temps de
retencib.

d) Test d’espectre microbia
La metodologia és 1la mateixa que s’ha fet servir per

Aspergillus sp. i Penicillium sp., perd el periode d’incubacié
de la floridura ha estat de 3 dies. v

e) Bioautografia

Aquesta técnica es basa en el canvi de color que es produeix
en la zona on existeixen bacteris vius, mentre que les zones
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clares han de correspondre a les tagques on existeixen els
productes actius que inhibeixen el creixement bacteria.

* Medis ultiu:

- Bacto antibiodotic (peptona 6 g; extracte de llevat 3 g:
extracte de carn 15 g; glucosa 1 g; agar 15 g:; aigua
destil.lada 1000 ml).

Es barregen els ingredients en l’aigua i s‘ajusta a pH 7. 8’hi
afegeix l7agar. S’escalfa fins a bullir. Es distribueix en tubs
a raé de 0.178 ml/cm* de placa cromatografica a cobrir (en el
nostre cas 15 ml/tub). S’esterilitzen a 1l’autoclau. S’hi
afegeixen abans d’utilizar-lo un 1.4% de solucid estéril al 5%
de 2-3-5-clorur de trifeniltetrazoli en metanol:aigua (1+1).

- Brou nutritiu

* Metode:
Es sembra/en el/els microorganismes en medi PCA a 31-370C
(segons sigui la seva temperatura optima de creixement) durant
24 hores.

Un cop activats es resembren en medi brou nutritiu (5 ml/tub)
a 31-370C durant 6 hores.

Es fa la cromatografia amb el producte a estudiar. Es deixa
secar dins la cabina de fluix laminar. S’observa a la llum UV
de 254 6 360 nm i es marquen les taques. Després es col.loca
dins una placa Petri estéril.

Els tubs amb medi bacto antibidtic fos, es mantenen al bany
Maria a 50°C. S’'hi afegeix el reactiu revelador abans indicat.
S’hi afegeixen uns 0,5 ml de 1l’inocul microbia que es té en el
medi brou nutritiu , i s’agita en homogenitzador de tubs tipus
"mixer" durant uns 30 segons. Es vessa sobre el cromatograma.

Es deixa refredar en condicions aséptiques durant uns 10 minuts
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(en alguns casos es posa a sobre una capa d’agar al 15%).

Es posa la placa a 4oC durant 1 hora. Posteriormant s’incuba
a 31-37¢C durant 16-24 hores.

* Lectura:

On hi ha creixement bacterii el medi apareix de color vermell,
ja que el trifenil-tetrazoli, que és incolor, passa a formazan
que és vermell. On hi ha hagut inhibicié es veu clar. Les zones
clares han de coincidir amb el Rf de la cromatografia.

f) Antibiograma (BRADY i KATZ, 1987)

* Medis:
- Brou nutritiu, en tubs (5 ml/tub)

- PCA [en plaques i tubs (15 ml/tub)]

* Métode: )
Es sembra el bacteri en brou nutritiu. S’incuba a 31-370C
durant 18 hores.

Es posa 1 ml del cultiu activat en una placa Petri esteril.
S'hi afegeixen 15 ml del medi PCA. Es barreja suaument.

Quan estigui solidificat, i sota cabina de fluix laminar, es
col.loquen disquets de paper Whatman n® 1 (préviament
esterilitzats) impregnats amb la substancia a estudiar, i en
diferents concentracions. Es col.loquen a 15 mm de la periferia
de la placa, pitjant-los lleugerament amb unes pinces esteérils
per assegurar el contacte amb el medi.

Es posa 1 hora a 4°oC. Després s’incuba a 31-37°C durant 24
hores.
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* Lectura:
L’aparicié d’halus d’inhibicié al voltant del disc denota
sensibilitat del microorganisme a la substancia problema.

Hi ha una altre variant del meétode abans emprat i es fa
exactament igual que el métode de BRADY i KATZ (1987), perd en
comptes de discs impregnats amb producte a estudiar es col.loca
sobre la placa amb medi PCA i l’ihbcul microbia, un polsim de
celita on es suposa han quedat restes del producte a analitzar.

g) Analisis estadistiques

Per a l’estudi de les activitats simultanies d’una espeécie
determinada, s’ha aplicat el Coeficient de correlacidé ¢,
definit com el coeficient de correlacié de Pearson aplicat a
una parella de variables dicotomiques (AMON, 1989). Donada una
parella d’activitats ACT1 i1 ACT2, cada una d’elles pot pendre
dos possibles valors : 0, no es presenta aquesta activitat, i
1, es presesta aquesta activitat. Si n és el nombre total de
soques per a una espécie determinada, en qué s’ha comprovat la
preséncia o no de les activitat ACT1 i ACT2, el coeficient ¢
es calcula mitjangant la férmula :

Y (a+b) (c+d) (a+c) (b+d)

on a,b,c,d tenen el significat exposat a la Taula 8.
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Taula 8.~ Classificacié de n mostres segons els valors d‘un
(AMON, 1989).

parell de variables dicotomigques ACT1 i ACT2

ACT 1

ACT 2
0 1
a b a+b
c d c +d
“ a+ c b+ d n “

Ssss—aaro—
T ————

Si ¢ és positiu (negatiu), és positiva (negativa) la relacid

.

entre les categories 0 dA’ACT1 i ACT2 o entre les categories 1

d’ACT1 1 ACT2.

Paral.lelament s’ha aplicat el Test %* per aguelles parelles
de variables ACT1, ACT2, per a les quals b2 5 1 ¢c2 5 si ¢ >0,
0 ax 51d25 si ¢ < 0. La hipdtesi nul.la ha estat la de no
correlacié entre ACT1 i ACT2. Per a la situacid de la Taula 8,
els graus de llibertat sén 1 i
(FREUND i1 WALPOLE, 1987).

es comprova que ¥* = n @2
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l1.- MOSTRES ASSAJADES

1.1.- PARAMETRES NO MICROBIOLOGICS ESTUDIATS DE LES MOSTRES

1.1.1.~ Cereals

S’ha estudiat la humitat, la puresa i la preséncia d’insectes

de les mostres de cereals, dades que es poden veure a la Taula
18.

a) Humitat

Els resultats de l’analisi d’humitat de les mostres es poden
observar a la Taula 9.

Totes les mostres assajades presenten una humitat superior al
10%, a excepcié de dues mostres (1 de blat i 1'd’ordi). La
major incidéncia esta entre el 13 i el 15%, ja que un 60% de
les mostres estan en aquest interval. Hi ha , perd, un 8% que
presenten un percentatge superior al 15%. A partir d’aquests
valors es pot produir la colonitzacié del gra per part de les
floridures, amb la possibilitat de produir micotoxines i altres
canvis no desitijables als grans. El Govern marca una série de
valors de seguretat per a cadascun dels cereals (BOE, 1976).
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Taula 9.~ Percentatge de mostres de cereals segons el nivell
d’humitat (%).

Mostra N. Humitat (%)
mostres <11 11-13 13-15 »>15

Blat 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
Oordi 17 29,4 47,1 17,7 5,9
Sorgo 17 0,0 5,9 88,3 5,9
Total 75 8,0 25,3 58,7 8,0

H. = Noabre
BM = BSlat de moror BMNe Blat de more macionalp BMEw Blat de moro sstranger

Per tipus de cereal, les mostres de blat estan entre un 11 i
un 14%, o sigui dins dels limits que déna el BOE (1976). Quasi
un 50% de les mostres de blat de moro presenten una humitat
entre 14-15% , nivell que es ddna tant en mostres del nacional
com de l’estranger; cal destacar que d’aguest ultim se n’ha
trobat una mostra amb humitat superior al 16%, superant aixi
els nivells donats pel BOE (1976). Es tenen mostres d’ordi amb
indexs d’humitats diverses. Les de sorgo sén superiors al 12%
i també se n’ha trobat una amb més d’un 16% d’humitat.

Realment es pot dir que amb aquestes elevades humitats les
mostres presentaran , amb quasi total seguretat, colonitzacié
i creixement fungic.
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b) Puresa

No hi ha cap mostra que presenti 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% , el que significa que un
84% de les mostres tenen una puresa superior al 80%. Aquesta
xifra és elevada perd no exempta de qué les mostres puguin
presentar problemes degut a les impureses de les mostres. Totes
aquestes dades es poden veure a la Taula 10.

Taula 10.- Nivell de puresa (%) de les mostres de cereals

Cereals Nombre Puresa (%)
mostres
60-70 70-80 80~90 390-100

Blat 8 o 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
Oordi 17 0 0 11,8 88,2
Sorgo 17 0 5,9 70,6 23,5
Total 75 2,7 13,3 45,3 38,7

EM= Blat de noror
BMN= Blat de noro naclionals
BME= Blat de moro estranger



118

Per tipus de cereals podem veure que 7 de les 8 mostres de blat
tenen una puresa superior al 90%. Hi ha 2 mostres de blat de
moro estranger amb un baix nivell de puresa (60~70%), perd la
majoria de mostres (60%) presenten un nivell superior al 80%.
El blat de moro nacional presenta un nivell de puresa un poc
més elevat que l’estranger. L’ordi es pot considerar que en
general presenta un nivell bastant elevat, ja que la majoria
de mostres el presenten superior al 90%. Les de sorgo tenen
valors superiors al 70%.

c) Preséncia d’insectes , acars i altres organismes vius.

En un 12% de les mostres estudiades, s’hi han trobat insectes,
que en la majoria de casos eren curculidnids, i que segons DIX
i ALL (1987) afavoreixen en gran mesura el desenvolupament i
esporulacié de floridures, i poden incrementar la temperatura
i també la humitat del gra. Com es pot veure a la Taula 20, a
tots els tipus de cereals se n’ha trobat alguna mostra amb
insectes (menys en el cas del blat de moro estranger), essent
les de blat de moro nacional (3 casos) i1 ordi (3 casos) les més
nombroses.

Es un gran problema que les mostres vinguin amb insectes, ja
que aquests poden produir danys i afavorir 1l’entrada de
floridures (DOMENECH i cols., 1984), amb el consegiient
increment de la infeccié (SAUER i cols., 1984).

1.1.2.- Pinsos

Els parametres estudiats han estat la humitat i la preséncia
d’organismes vius. Després dels diferents processos
d’elaboracié que han sofert aquests pinsos en l’empresa, es
poden considerar a les diferents mostres com a una globalitat.
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a) Humitat

Un 60% presenten una humitat superior al 10%, com es pot veure

a la Taula 11. A més a més, un 37% de les mostres presenten
entre un 9-10% d’humitat.

Taula 11.- Nivell d’humitat de les 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)
Porcs 13 0 5(38) 7(54) 1(8) 0
Conills 1 1 - - - -
Corders 1 - 1l - - -
Vagques 1 - 1 - - -
TOTAL 27 1(4) 10(37) 8(30) 6(22) 2(7)

a) Nombrs de nostras
bh) Percantatgae

La humitat varia segons el tipus de pinso. El de vaques i
corders no sobrepassen el 10%. E1l de conills esta per sota del
9% , xifra que esta forga bé. Respecte al pinso per a aus, 5
mostres estan entre un 11~12% d’humitat. Set mostres del pinso
per a porcs tenen una humitat compresa entre 10 i 11%. Com es
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pot veure, totes les mostres presenten una humitat que esta per
sota els limits permesos (BOE, 1976), que sén del 13%.

Si ens referim només a aquests resultats, podem dir que les
mostres de pinsos per a aus sén les que més facilment podran
presentar problemes ; perd com que no és pot considerar cap
parametre aillat, caldra tenir en compte altres factors per
emetre un diagnostic.

b) Preséncia d’insectes, acars 1i altres organismes vius.

En cap de les mostres analitzades s’ha trobat algun d’aquests
organismes.

1.1.3.~ Colza

S’ha estudiat 1’activitat d’aigua de les mostres i la preséncia
d’organismes vius. Els resultats, especificats per comarques,
es poden veure a la Taula 29.

a) Activitat aigua (a.)

L’activitat d’aigua de 1les mostres, analitzada amb una
Novasina, déna que un 45% de les mostres tenen una a, superior
al 0,8 i un 70% de les mostres el presenten superior al 0,7,
com es pot veure a la Taula 12.

Tan sols una mostra presenta una a, inferior al 0,5 (de la
comarca d’Osona) i tan sols una en té un valor proper a 1,
concretament de la comarca del Bages, que es veia florida quan
es va analitzar. Un parell més de mostres que també es veien
florides van donar una a, de més de 0,95. Com més alta és 1’a,,
moltes més probabilitats de creixement fingic poden presentar
les mostres, com també afirma MAGAN (1991).
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Taula 12.- Nombre i percentatge de mostres de colza segons la
seva activitat aigqgua (a,) i l’origen.

Cconmarca N.

a,

Zona mos-

tres < 0,6 0,6-0,7 o0,7-0,8 0,8-0,9 0,9-1
Anoia 2 - - - 2° -
A.Emporda - 1 - 2 1
B.Emporda - 1 3 4 -
Bages 20 1(5)® 1(5) 5(25) 8(40) 5(25)
Bergueda 5 1 - 2 2 -
Gironés 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
Segria 5 1 1 2 1 -
Urgell 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 - - -
Llitera 11  4(36) 4(36) 3(28) - -
Aragon 12 4(33) 5(42) 3(25)
Navarra 1 1 - - - -
TOTAL 118 17(14) 19(16) 29(25) 39(33) 14(12)

N. = Nombra

a) Nombre de mostres?
b} Percantatye

@) Vallas oriental
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b) Preséncia d’insectes, acars i altres organismes vius.

Tan sols a 5 de les 113 mostres s’hi van trobar organismes
vius, concretament a 3 de la comarca del Bages (les 3 amb
cargols i una amb insectes), 1 de la comarca d’Osona (amb
cargols) i 1 de la comarca de la LLitera (amb insectes :

arnes).
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1.2.- CONTAMINACIO DE LES MOSTRES PER MICOTOXINES

Es realment important veure si les mostres analitzades
presenten contaminacié per part d’alguna toxina. De totes les
mostres se’n va analitzar la preséncia d’aflatoxines, com a
toxines legislades i per la gran guantitat de problemes que
comporta. A les mostres de colza es va analitzar, a més a més
de les aflatoxines, la preséncia de toxines produides pel
génere Alternaria , ja que aquest génere ha estat un dels més
importants i sembla ser que en aquest tipus de substrat hi ha
moltes possibilitats de que se’n produeixin (VISCONTI i cols.,
1992°).

1.2.1.~- Aflatoxines

S’ha realitzat una analisi preliminar per fluorescéncia (BGYF)
i després s’ha fet una analisi quimica per tal de detectar 1la
preséncia de les toxines.

1.2.1.1.~- Analisi per fluorescéncia (BGYF)

Aquest test és, segons diferents autors LILLEHOJ i cols.
(1980), MARSH i SIMPSON (1984), WIDIASTUTI i cols; (1988), un
assaig rapid i presumptiu de la contaminacié d’aflatoxines en
diferents cultius com el blat de moro i el coté. Es necessari
fer constar que la substancia causant de la fluorescéncia groc-
verdosa brillant, després de la i.luminacié ultra violada a 365
nm, no sén les aflatoxines, sindé un producte resultant de la
reaccié d’aquestes amb enzims de la planta, i que no és sempre
valid per a totes les llavors.

S’han assajat totes les mostres de pinsos i 49 de les 75
mostres de cereals. Aquest test presumptiu no és emprat amb
l’ordi ja que té una série de pigments, que quan s’il.luminen
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amb llum UV de 365 nm produeixen una fluorescéncia similar a
la que ens indica el test positiu. No s’ha assajat amb les de
colza.

Com es pot veure a la Taula 13, sén moltes les mostres que
presenten fluoresceéncia (61%) de tots els cereals analitzats,
encara que no es tradueix després en preséncia d’aflatoxines.

Cal comentar que sembla un métode bastant encertat per al blat
de moro (SAUER i cols., 1984), ja que un 43% de les mostres que
sén BGYF (+) presenten aflatoxina B,. Perd, ABDELHAMID i cols.
(1985) afirmen que a diferents nivells d’humitat una mostra de
blat de moro pot o no presentar fluorescéncia. La preséncia
d’humitat fa que no es vegi fluorescéncia. WIDIASTUTI i cols.
(1988) diuen que no hi ha associacié quantitativa entre
proporcié de BGYF o 1llavors florides i contingut en
micotoxines. Tot aixd ens fa pensar que el principal problema
sempre és la presa de mostres. Aix{i PARK i POHLAND (1989) diuen
que cal prendre 10 unitats de 400 g cadascuna quan es vol
analitzar toxines de blat de moro, sorgo, ordi, blat i pinsos:;
nosaltres teniem un maxim d’un quilo de mostra.

En el cas de la prova feta sobre pinsos, podem veure que en
practicament tots els casos (>90%) varen resultar fluorescent
(+). Els resultats posteriors quant a produccié d’aflatoxines,
mostren que també ens trobem amb el mateix problema, ja que no
totes les mostres que presenten fluorescéncia tenen
aflatoxines.
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Taula 13.~- Nombre i percentatge de mostres amb aflatoxines i
fluorescéncia positiva.

Material Nombre BGYF + ‘Nombre aflatoxines +
mostres nostres
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.conills 1 1 1 1
P.corders 1 1 1 o]
P.vaques 1l 1 1 0
PINSOS 27 25 (93) 27 4 (15)

CcoLza o - 118 1 (0,8)

&) Nombre de nostres
b} Percentatge
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1.2.1.2.- Analisi quimica d’aflatoxines

a) Cereals.

Els resultats de les analisis quimiques d’aflatoxines de les
mostres de cereals es poden observar a la Taula 13. No es van
detectar les toxines en cap de les mostres assajades. Aquesta
dada no sembla estar en relacid amb l’elevat percentatge de
mostres (64%) que han donat positiu els test BGYF, i
concretament amb el 93%, si ens referim al blat de moro
d’origen estranger. A més a més, les mostres varen presentar
una elevada preséncia d’Aspergillus flavus, amb una infeccié
total del 55% en blat de moro. En la resta de cereals
estudiats, la incidéncia i infeccié sén més petites.

Es pot pensar que les soques no eren toxigéniques, perd si ens
fixem en la Taula 36, es pot veure que algunes si sdn
potencialment toxigéniques, el que ens fa pensar que potser no
han tingut les condicions adequades per tal de produir les
toxines. WOOD (1989) troba aflatoxines en mostres de blat de
moro d’una 2zona dels Estats Units, mentre que no en troba en
mostres preses d’altres 2zones. Aquest comportament ens fa
afirmar que el contingut d’aflatoxines varia segons la 2zona
geografica.

b) Pinsos.

De les 27 mostres de pinsos analitzades, 4 han presentat
contaminacié per aflatoxines. Cal comentar que el procés
d’elaboracié a que se sotmet un pinso (triturat, annexid
d’altres productes, etc.) fa que 1les possibilitats de
contaminacié fungica augmentin. GIMENO i MARTINS (1982)
comenten que a 1’hora de fer analisi de micotoxines de pinsos
i visceres animals, és molt dificil recomanar un pla de
treball, ja que a cada pais la composicié és diferent. A més



127

cal tenir en compte la zona d’origen, el tipus de conreu i els
tractaments que ha sofert, 1 1l’estat de conservacidé dels
pinsos, factors tots ells tan importants com l’heterogeneitat

del pinsos, que poden dificultar la identificacié d’alguna
micotoxina en certs productes.

Les caracteristiques de les mostres on hem trobat aflatoxines
es poden veure a la Taula 14.

Taula 14.~ Caracteristiques principals de les mostres de pinsos
on s’ha trobat aflatoxines.

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

Porcs 11,4 + 215 60 0 0
Porcs 10,7 + 1.048 55 7 2'(0)2
Porcs 10,8 + 34.382 73 7 6 (0)
Conills 8,5 + 220 0 o 0

1) Nombrs da sogques assajades
2} Nombrs de sogues CAM +

Totes les mostres on s’han trobat aflatoxines havien presentat
fluorescéncia, perd en canvi el recompte fingic efectuat és ben
variable, i en alguns casos forga baix (200 u.f.c./g mostra).
La humitat de les mostres esta generalment relacionada amb la
preséncia de toxines, perd és necessari conéixer tota
l’evolucié d’aquest factor al llarg del seu emmagatzematge. Es
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pot donar el cas d‘una mostra que en el moment de 1l’analisi
tingui un percentatge d’humitat baix, perd préviament ha estat
amb una humitat elevada durant un llarg periode de temps, que
1i ha permés el desenvolupament de la floridura i la produccié
de la toxina (com podria ser el cas de la mostra de pinso per

conills).

c) Colzs.

S’ha trobat aflatoxina en una mostra (de la comarca del
Segria). Les seves caracteristiques sén les idonies per a la
seva produccié: a, alta (0,89), 100% d’infeccié per part
d’A. flavus, 1 altres circumstancies com és la preséncia de
soques potencialment aflatoxigéniques (3 de 17 soques
assajades).

1.2.2.- Toxines produides per Alternaria

A les mostres de colza es va analitzar la possible contaminacié
de toxines produides pel génere Alternaria, com ara sén l1l’acid
tenuazoic, l’alternariol, l’alternariol metil eéter i
l’altertoxina I i II (KING i SCHADE, 1984; LOGRIECO i cols.,
1988; VISCONTI i cols., 1992°; VINAS i cols., 1993) . No se’n
va trobar en cap d’elles.
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1.3.- INFECCIO FUNGICA

Totes les mostres analitzades han presentat contaminacid
fingica a excepcidé d’un pinso per a porcs d’engreix. De les
llavors, tant de cereals com de colza, s’ha analitzat i
comptabilitzat la infeccié fuingica (Fotografies 1 i 2), i del
pinso s’han determinat els recomptes fungics.

1.3.1.- Cereals

Totes les mostres analitzades presentaven infeccié fingica, com
es pot veure a la Taula 15, perd els resultats en les mostres
tenen una gran variabilitat.

La mitjana de la infeccié de les mostres estudiades presenta
una contaminacié superior al 60%, gue es supera en gran mesura
en el cas del blat de moro nacional (més d’un 90%). Aquests
resultats sén assemblats als obtinguts per SANCHIS i cols.
(1984) en agquest mateix cereal.

La majoria de mostres de blat (60%) tenen una contaminacié
superior al 70%. No s’ha trobat cap mostra amb un 100%

d’infeccié. Cal destacar que una mostra en tenia tan sols un
28%.

Les mostres de blat de moro sén les de nivell de contaminacié
fuingica més elevat, ja que més d’un 90% presenten infeccid per
sobre del 70%. Les d’origen nacional estan totes per sobre el
70% i de les d’origen estranger n’hi ha dues amb contaminacié
inferior al 70%. A llarg de tot l’estudi es va fent referéncia
a les diferéncies entre blat de moro nacional i estranger per
tal de veure, com diuen CHELKOWSKI i cols. (1983), que la
contaminacié fuingica depén de l’any de collita, de la regid,
del pais, tot lligat amb les condicions climatiques.
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Taula 15.- Nivell d’infeccid de les mostres de cereals.

Mostra Nonmbre Infeccid (%)
mos-
tres < 50 50-69 70-89 90-99 100
Blat 8  1%(12,5) 2(25)"° 4(50) 1(12,5) O
BM 33 0 2(6) 9(27) 15(46) 7(21)
BMN 15 o 0 4(27) 6(40) 5(33)
BME 18 O 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

a) Nombrs de mostres
b) Pesrcentatge (%)

Respecte a les mostres d’ordi un 47% presenten infeccid
superior al 70% , perd no n’hi ha cap amb infeccié entre un 80-
90%. Tampoc s’ha trobat cap mostra amb un 100% d’infeccié. N’hi
ha dues amb un percentatge molt baix (22 i 32%).

De les mostres de sorgo, un 59% presenten una infeccié inferior
al 70%, el que fa que sigui el producte amb infeccié més baixa.
Se’n poden destacar sis mostres amb una infeccié entre 40-50%.
Cap mostra ha superat la barrera del 90% .

S’analitzara a continuacié la incidéncia tant qualitativa com
quantitativa de 1la infeccié fungica, la relacié entre 1la
infeccié i altres parametres microbiologics i la qualitat de
les mostres segons diversos criteris.
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a) Incidéncia gualitativa de la infeccidé fiungica.

A les Taules 16 i 17 s’expressen els resultats del nombre de
mostres infectades pels diferents tipus de floridures i el
percentatge que aix® suposa , tant per a totes les mostres de
cereals (Taula 16) com per a les de blat de moro (Taula 17).

Es realment interessant la gran proliferacié de les floridures
de magatzem (Aspergillus, Penicillium i Mucorals -dins
d’aquests cal destacar el génere Rhizopus-), totes elles
importants en la majoria dels casos i de ldgica preséncia en
material emmagatzemat. En alguns materials 1les floridures
anomenades de camp (malgrat que també se les trobi en productes
emmagétzemats) , com Fusarium i Alternaria, soén també molt
importants. Es déna la seva proliferacid en les primeres etapes
d’emmagatzematge, com diuen CHELKOWSKI i cols. (1983), SAUER
i cols. (1984), encara que també es troben gquantitats bastant
significatives en materials d’emmagatzematge prolongat, com
podria ser el cas del blat de moro estranger, gue abans
d’arribar a 1l’empresa ha passat per un llarg transport des del
seu origen. En alguns casos , sobretot en el cas del sorgo i

del blat , la preséncia pot arribar a superar els nivells que
trobem al magatzem.

En el blat, Aspergillus (A. flavus) i Alternaria sén presents
en totes les mostres; un cas clar de permanéncia dé les soques
provinents del camp quan ja hi ha proliferacié de les propies
de magatzem. Segueixen en importancia el génere Penicillium i
els Mucorals. Les espécies d’Aspergillus aillades sén les
mateixes obtingudes per BLANEY (1986).

En 1l’ordi, no hi ha cap floridura que contamini a totes les
mostres. Destagquem com a més importants els Mucorals, i els
géneres Aspergillus (A. flavus) i1 Penicillium.
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Taula 16.~ Aspecte qualitatiu de la infeccidé fungica en

cereals.

Floridura 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.fumigatus 50(4) 73(24) 41 (7) 41 (7)
A.terreus 0 ¢ 0 12 (2)
altres 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)
Pen.biv.sim® 0 3 (1) 6 (1) 0
Pen.mon® 0 0 6 (1) 0
Fusarium 37(3) 94(31) 41 (7) 82(14)
Alternaria 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)
Altres 0 3 (1) 12 (2) 18 (3)
INFECCIO 100(8) 100(33) 100(17) 100(17)

a} Percentatgms de llavors

b) Nombre da mostres

@) Penicillium biverticil.lats asinktrics
d} Penicillium biverticil.lats sisdtrica
e} Penicillium wonoverticil.liats

£} Miceli sestaril dematiaci
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En el cas del sorgo, el génere Alternaria és present en totes
les mostres, sequit en quantitats importants per Aspergillus
(A. flavus) i Fusarium. A Kansas i Alabama (USA) segons DIENER

i cols. (1981) 1les floridures predominants eren Curvularia,
Penicillium, Aspergillus i Mucor.

En el blat de moro sén els géneres Aspergillus 1 Penicillium
els presents en totes les mostres. Destaca com a espécie més
important A. flavus seguida d’A. niger. Aquests resultats soén
semblants als obtinguts per SANCHIS i cols. (1980) i VINAS i
cols. (1984). També presenten una contaminacié important per
part de soques dels géneres Fusarium i Rhizopus. La
contaminacié de grans de blat de moro es pot veure a la
Fotografia 1.

Agquest aspecte qualitatiu és bastant semblant en ambdés tipus
de blat de moro. El blat de moro estranger, perd, presenta un
major nombre de mostres infectades per Aspergillus fumigatus,
perd en general és en l’aspecte quantitatiu on es podran trobar
diferéncies. Aquestes dades respecte al blat de moro estranger
sén molt assemblades a les obtingudes per SANCHIS i cols.
(1980), encara que ells tenen llavors amb menys percentatge de
Mucorals que els que nosaltres hem obtingut. Les espécies
d’Aspergillus que s’han aillat de blat de moro estranger
provinent d’América sén similars a les trobades per MUSZKAT i
cols. (1988) a Israel en blat de moro importat d’USA.
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Taula 17.- Aspecte qualitatiu de la infeccié fungica dels
diferents tipus de blat de moro mostrejats.

Floridura Infeccid
BM nacional BM estranger Blat de moro
Aspergillus 100%(15)® 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 (86) 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)
altres 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 (95)
Mucorals 100 (15) 94 (17) 97 (32)
MED*® 0 5 (1) 3 (1)
Altres 0 5 (1) 3 (1)

INFECCIO 100 (15) 100 (18) 100 (33)

a) Percantatgs de llavors

b} Nombre de mostras

¢) Penlcillium biverticil.lat asieatric
d} Penicillium bivarticil.lat sinatric
a) Miceli eataril dsmatiaci
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b) Incidéncia guantitativa de la infeccidé fungica.

La quantificacié de la infeccié fiungica en cada un dels
cereals, i en els diferents tipus de blat de moro en
particular, es pot observar a les Taules 18 i 19,
respectivament.

Els percentatges de cada floridura sén molt variables segons
el cereal. Podriem destacar en quantitat, per sobre de tots,
el génere Aspergillus (>65% en blat de moro, 33% en ordi) i

concretament 1l’Aspergillus flavus (55% en blat de moro, 28% en
ordi).

En el blat, la infeccié més important és per part d’Alternaria
(>25%) , seguida d’Aspergillus i Mucorals amb un percentatge
inferior al 20%. En quasi totes les mostres analitzades, un
elevat percentatge d’infeccié per part d’Alternaria hi
correspon un baix percentatge d’infeccié per part
d’Aspergillus, i a la inversa. Aixd obtenen CARBALLO i MIGUEL
(1985), encara que en aquest cas el predomini era de floridures
de magatzem. Podriem deduir gque 1les mostres amb elevat
percentatge d’Alternaria sén de més recent emmagatzematge que
les gue presenten elevat percentatge d’Aspergillus.

De l’ordi, com ja s’ha dit, la floridura presént en major
percentatge és Aspergillus. Idéntics resultats als nostres obté
TROJANOWSKA (1991). S’cobserva també que en la majoria dels
casos amb un percentatge d’infeccidé elevada d’Alternaria , la
preseéncia d’Aspergillus és més petita i a la inversa,
confirmant-se el que s’ha dit anteriorment.



136

Taula 18.- Aspecte quantitatiu de la infeccid fungica dels

cereals.
Floridura Infeccid
Blat Blat de moro Ordi Sorgo
N. mostres 8 33 17 17
Aspergillus 18%(23)*® 67(23) 33(33) 16(13)
A.flavus 14{18) 55(30) 28(33) 13(12)
A.niger 0 14(18) * *
A.glaucus 1(2) 2(5) * *
A.ochraceus 1(2) * 3(7) 0
A.candidus 2(6) 4(10) %* 1(5)
A.fumigatus 2(2) 8(11) 4(6) *
A.terreus 0 0 0 *
altres Asp. o * * 0
Penicillium 7(7) 13(7) 8(8) *
Pen biv.as® 7(7) 13(7) 8(8) *
Pen biv.sim* o * * 0
Pen mon® o 0 * 0
Fusarium 1(3) 24(22) 2(3) 6(5)
Alternaria 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)
Altres 0 * * %
INFECCIO 68(22) 90(11) 66(19) 61(14)
N. = Nombre

a8} Parcantatges

b} Desviacid tipica

o} < 1%

4} Penicilliume biverticil.lat asiekiris
a) Penicillium biverticil.lat sivatric
£) Penicillium wonoverticil.lat ’
g} Miceli eatdril dematiaci
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Quant al sorgo, és el que presenta un percentatge d’infecciéd
més baix. La floridura més present és Alternaria (33%). El
mateix percentatge va obtenir EL SHAFIE i WEBSTER (1981),
encara que a ells el percentatge major el presentava Curvularia
(42%) i nosaltres no n’hem trobat. La segueix de molt lluny
Aspergillus (16%), seguint també el mateix criteri quant a
floridures de camp 1 magatzem que presentaven les altres
mostres.

El blat de moro , com era d’esperar, és el que presenta una
infeccié més elevada. La floridura gque més es troba és
Aspergillus amb un percentatge realment important com és un
66%. A. flavus amb un 55%, és l’espécie predominant. Aquest
percentatge no és tan elevat com l’obtingut per VINAS i cols.
(1984), que era d’un 77%. Cal fer referéncia també, al 24% del
génere Fusarium. Revisant les dades de les mostres (Taules 80
i 81 de 1l’annex 1) es pot veure que més d’un 90% de les mostres
de blat de moro quan presenten un elevat percentatge d’infeccié
per part d’ Aspergillus, presenten alhora un percentatge
clarament inferior d’infeccié per part de Fusarium, i a la
inversa. Tan sols en dos mostres de blat de moro nacional, la
infeccié d’ambdues floridures és molt semblant.

El blat de moro nacional presenta una major infeccidé fungica
en comparacié amb l’estranger. El percentatge d’Aspergillus és
semblant, perd amb una desviacié més elevada en el cas del
nacional. L'’estranger presenta una major infeccid per part
dfA. flavus, perd el nacional el supera en percentatge
d’A. niger i d’A. fumigatus. Aquest dltim apareixia en major
nombre de mostres de blat de moro estranger. El dJgénere
Fusarium, segon en preséncia quantitativa, és més abundant en
el cas del nacional. En ambdés tipus de mostra la desviacié és
forga elevada, cosa que ens indica que teniem mostres amb molta
infeccidé i d’altres sense o amb molt poca. El tercer lloc en
el percentatge d’infeccié, quantitativament parlant, 1l’ocupen
els Mucorals, essent Rhizopus el génere predominant. Hi sén
presents en major nombre en el blat de moro nacional.
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Taula 19.- Aspecte quantitatiu de la infeccidé fiungica dels
diferents tipus de blat de moro.

Floridura Blat de moro
BMN® BME® BM©
N. mostres 15 is8 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 (&) ' 2 (5)
A.ochraceus * * *
A.candidus 4 (6) 4 (13) 4 (10)
A.fumigatus 10 (14) 7 (6) 8 (11)
_ altres Asp. 0 * *
Penicillium 12 (7) 14 (8) 13 (7)
Pen.biv.as.® 12 (7) 14 (8) 13 (7)
Pen.biv.sim® 0 * * '
Fusarium 30 (27) 19 (16) 24 (22)
Alternaria * * %
Mucorals 20 (10) 14 (8) 16 (9)
MED! 0 *
Altres 0 * | *
INFECCIO 92 (8) 87 (13) 90 (11)

¥. nostres = Noxbre da mostres

a) Blat ds moro naclonal

b) Blat de noro estranger

c) B8lat de noro

d) Percentatge d’infaccid

®) Desviacio tipica

£) < 1t

g} Penieillium biverticil.lat asimdtric
h) Pencillius piverticil.lat simetric
i} Micell estaril dematiaci
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En linies generals, el blat de moro d‘origen nacional pot tenir
més problemes d’emmagatzematge, ja que el percentatge
d’infeccid supera a l’existent en el blat de moro estranger.
Perd el fet de qué aquest 1ltim tingui una infeccid més elevada
per part d’A..flavus fa que la problematica sigui similar en
ambdés tipus de blat de moro.

c)- Relacié entre infeccidé i altres parametres no
microbiologics.

1. Humitat/Infeccié fingica

Com es pot veure a la Taula 20, si ens referim al blat de moro,
hi ha una relacié directa entre la humitat i el percentatge
d’infeccié. Aixi, a major contingut d’humitat, es detecta un
percentatge d’infeccié més gran, el que corrobora l’estudi de
WALLACE i cols. (1983).

Les mostres d’ordi i blat presenten molt poques impureses; a
més a més, la humitat d’aquestes és baixa. Tots aquests factors
semblen influir en els baixos percentatges d’infeccié total.

Aquestes dades estan d’acord amb els treballs de SAUER i cols.
(1984). '

No passa el mateix amb el sorgo, ja gue la infeccié és baixa
i la humitat alta. Una possible explicacié seria que aquest
material ha estat sotmés en un principi a humitats baixes i per
tant la infeccié també ha estat baixa; posteriorment hi ha
hagut un increment de la humitat, coincidint amb el moment de
la presa de mostres, perd les floridures no han disposat de
temps per incrementar el seu nombre.
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Taula 20.- Caracteristiques de 1les mostres de cereals

estudiades.
Cereal Nombre Infeccid 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. mostras = Nonbres de nostres
a) Parcentatge

b} Desviacié tiplca

¢} Blat de moro

d) Blat de moro nacional

e) Blat de xmoro estrangsr

) < 1%

2. Preséncia d’insectes/Infeccié fiungica

Si mirem la Taula 73 de 1l’annex 1 i observem mostra per mostra,
es pot veure que les tres de blat de moro, on s’hi havia
detectat insectes presentaven una elevada infeccid: dos el 100%
i una el 88%. Les dues primeres tenien una elevada contaminacié
per part d’Aspergillus (>95%) 1 de Fusarium (36%). Les tres
mostres eren d’origen nacional i amb una humitat superior al
14%. Quant a la puresa, les mostres amb un 100% d’infecciéd
fingica tenien valors superiors al 80% i l’altra mostra era

superior al 90%.

A les mostres de sorgo en qué es van trobar insectes, la
infeccid va ésser molt baixa (<50%), la humitat bastant elevada
(>12% i 13% respectivament) i la puresa superior al 80%.
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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 la vista dels resultats, no
se’n poden treure conclusions.

d) Qualitat microbioldgica de les mostres segons el criteri de
Chelkowski.

Segons CHELKOWSKI i cols. (1983) l’index de qualitat de les
mostres ve determinat per la freqliéncia de contaminacié per
part de les floridures de magatzem Aspergillus i Penicillium,
considerant~se un métode basic per al control de
l’emmagatzematge dels grans.

Com es pot observar a la Taula 21, també recolzat per estudis
realitzats per altres investigadors en sitges (VINAS i cols.,
1984), el blat de moro és el cereal més contaminat. Aixi un 97%
de les mostres presenten una contaminacidé superior al 30% per
part de les floridures abans citades. CHELKOWSKI indica que un
index de qualitat III o 1V, com en el cas del blat de moro,
presuposa una gran probabilitat de produccié de micotoxines.

Malgrat aquesta presumpcié no s‘ha trobat aflatoxina en cap
d’aguestes mostres. .

D’entre les mostres analizades, les d’ordi han mostrar un index
de gualitat mitjana. Contrariament el sorgo i el blat, amb uns
indexs en qué predomina el grup’'I (53% i 63%, respectivament),
se’ls pot considerar com menys propensos a la produccidé de

micotoxines. Cal destacar que cap mostra de sorgo presenta
nivell IV.
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Taula 21.- Qualitat microbioldgica de les mostres de cereals
segons el criteri de CHELKOWSKI.

Cereals Nombre Qualitat
mos-
tres I, I, I,I, IX IIXI Iv
Blat 8 2* 3 5 0 2 1
BM 33 o 1(3) 1(3) © 2(6)"
30(91)
BMN 15 0 1{7) 1(7) © 0 14(93)
BME 18 0 0 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) 0

a} Nopbre de nostres qus prassnten infeceid per part dlAspergillus i Penicillius.
b} Parcsntatge de nostras

I, = Infeccid de grans per part d’Asperyillus i Panlcillium <5%
Ib - Infecclit antrs 5~10%

Iy = Infeccit entre 0-10%

IT = Infeccid antrw 11- 30%

III= Infeccid entre 31-50%

IV = Infeccis > S0%

BN = Slat de moro

B = Blat 38 poro naclonsl

BME = f3lat de BOrO astrangsr

ualit microbioldgica segons el iteri d ontami id

fingica de magatzem enfront el de camp.

En aquest apartat s’intentara veure la qualitat de les mostres
analitzades basant-nos en el criteri de quina contaminacié és
la que predomina, la provinent del camp o la de magatzem. S’ha
de tenir en compte que malgrat tenir aquestes denominacions,
a vegades una mostra pot venir del camp ja contaminada amb
Aspergillus o Penicillium. Aquesta probabilitat no és molt
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alta, perd en cas de donar-se, la contaminacid per aquests
géneres no és molt important si es compara amb la que es pot
produir durant 1’emmagatzematge.

La Taula 22 mostra els resultats de les mitjanes de cada
cereal quant a floridures de camp, representades principalment
per espécies del génere Fusarium, Alternaria, Drechslera,
Cladosporium: i els de magatzem, representats per Aspergillus,
Penicillium i Mucorals.

Taula 22.- Incidéncia de floridures de camp i de magatzem en
les mostres de cereals.

Cereal Nombre Floridures
mostres
' Magatzenm Camp

Blat 8 36,25* (27,24)° 26,75 (24,68)
Blat moro 33 76,24 (17,90) 24,48 (22,52)

BMN 15 76,93 (19,39) 30,26(27,63)

BME 18 75,66 (17,11) 19,67 (16,48)
ordi 17 45,53 (32,18) 15,88 (16,16)
Sorgo 17 21,76 (16,57) 40,00 (20,33)

a} ¥itjana de ls infeccié per part ds floridures

b} Desviacié tipica
BMN = Blat de moro nacional

BNE = Blat ds morp astranger
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En el cas del blat, malgrat les poques mostres analitzades, hi
ha un predomini de 1llavors infectades per floridures de
magatzem. No obstant, la diferéncia no és tan gran, i si tenim
en compte les desviacions, la paraula predomini no seria la més
indicada, siné que en aquest cas hi ha més incidencia.

En el cas del blat de moro si que es veu un clar predomini de
floridures de magatzem enfront les de camp. Tampoc hi ha molta
diferéncia entre les d’origen nacional 1 les estrangeres,
encara que com és 1logic, les d’origen nacional tenen mnés
incidéncia de floridures de camp que les de magatzem, pel fet
que les importades porten molt més temps emmagatzemades que no
pas les altres. Malgrat aixd, la mitjana presentada per ambdds
tipus de blat de moro respecte a floridures de magatzem és
practicament igual. Podriem deduir de tot aixd, que la qualitat
d’aquestes llavors no és tan bona com seria d’esperar. Una
mitjana de 76% de mostres contaminades amb floridures de
magatzem és realment elevada, si es té en compte que moltes
d’elles poden ser productores de micotoxines, amb la conseqilient
alteracié que poden produir al producte. Si ho comparem amb la
mitjana obtinguda de floridures de camp, el que podem veure és
que en 1les d’origen estranger 1la preséncia d’aquestes
floridures és més baixa. Aquestes han estat substituides per
les de magatzem. El fet de trobar floridures de camp demostra
que s’han donat les condicions per a la infeccié del gra per
agquestes, i malgrat que en el moment de l’analisi (després de
1’emmagatzematge) la concentracié no és molt important, si
aquestes floridures havien produit alguna substancia téxica,
la trobarem en el producte final.

A les mostres d’ordi hi ha un predomini de floridures de
magatzem enfront les de camp, bastant diferenciat.

Les de sorgo sén les uniques que presenten un predomini de
floridures de camp davant les de magatzem.
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1.3.2.~ Pinsos

La incidéncia de les diferents floridures en les mostres de
pinsos estudiades es mostra a les Taules 23 i 24.

La gran varietat de components que té un pinso, aixi com els
diferents tractaments que hagi pogut sofrir, fa que es puguin
donar resultats diversos. Segons PASCUAL ANDERSON (1992) es
suggereix que la qualitat higiénico-sanitaria de cereals és
correcta quan el nombre de soques no toxigéniques esta entre
1.10°-1.10* u.f.c./g mostra.

Segons JARVIS i cols. (1983) la gquantitat de mostra a analitzar
és un factor determinant, perqueé la varianga dels exemples
estudiats sigui com més petita millor. Aixi nosaltres hem

emprat tan sols 20 g i ells aconsellen més de 50, encara que

segons HASTINGS i cols. (1984) no hi ha diferéncia segons el
métode emprat.

a) Aspectes gualitatius i guantitatius de 1a infeccié fingica.

Totes les mostres estudiades, a excepcidé d’una per a porcs,

varen presentar contaminacié fungica, encara que a nivells molt
diferents.

Les destinades al consum de les aus presentaven un recompte
molt variable i amb una desviacié molt elevada, assemblat als
obtinguts per BRAGULAT (1990), CHELKOWSKI (1991) i PURWOKO i
cols. (1991). Totes les mostres presentaven contaminacidé per
Aspergillus , essent A. fumigatus el més present en nombre de
mostres (8/11), sequit d’A. candidus (6/11) i A. flavus (5/11).
En altres estudis, com el de BRAGULAT (1990), A. flavus és
l’espécie predominat. Penicillium i Fusarium serien els altres
géneres a considerar ja que apareixen en 6/11 i 4/11 mostres.
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Els resultats sén semblants als obtinguts per BRAGULAT (1990)
i lleugerament inferiors als de CHELKOWSKI (1991) que obté un
40% de Penicillium. En general, també acompleixen que si la
infeccié és de camp, la de magatzem és més baixa i a 1la
inversa.

Taula 23.- Aspecte qualitatiu de la infeccié fungica dels

pinsos.
Pinso per a aus Pinso per a porcs

Nombre de mostres 11 13
Infeccid 112(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)
Altres 3 (27) 4 (31)

a) Nondrs ds mostres ssb contaminacid fungica
b) Parcentatge
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Taula 24.- Aspecte quantitatiu de la infeccid fungica dels

pinsos.
Pinsos per a aus Pinsos per a porcs
Nombre de mostres 11 13
Recompte fiungic 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 *e *
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)
Altres 4 (9) 12 (20)

&) Deaviacid tipica
b} Percantatge
c) < 1%

De les mostres de pinsos per a porcs cal destacar que
Aspergillus és el génere més important, i dins d’aquest
A. flavus i A. candidus (8/12) quant a nombre de mostres
infectades. Respecte a la quantitat és A. candidus (21%) la més
important i després A. fumigatus (14%), que encara que tan sols
apareix en 6 mostres, té un percentatge d’infeccié superior al
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presentat per A. flavus (4%). Penicillium és l’altre génere
important en nombre de mostres (9/12) 1 relativament en
quantitat (12%). Els Mucorals també sén interessants quant a
nombre de mostres (8/12) perd no en quantitat (2%). En general
es pot dir que la infeccié per part de floridures de camp és
menys important.

De la mostra de pinso per a conills cal destacar que presenta
un recompte baix (220 u.f.c./g mostra), que estd dins del
mateix rang obtingut per BRAGULAT (1990). La contaminacid és
exclusivament per part de floridures de camp: Cladosporium i
Fusarium. Tedricament, pel recompte obtingut, agquesta mostra
és de qualitat higiénico-sanitaria correcta (PASCUAL ANDERSON,
1992), perd en canvi una de les soques de Fusarium aillades ha
resultat productora de toxines (Taula 95 de 1l’annex 3). Aixd
confirma el que diu MISLIVEC (1984) respecte a que no sempre
un recompte de viables indica que el producte estigui bé, siné
que cal precisar quin tipus d’espécies hi sén presents. La
mostra de pinso per a corders presenta iunicament contaminacié
per Aspergillus, concretament A. fumigatus sobre un recompte
encara més baix (< 50 u.f.c./g de mostra) que en la de conills.
A la mostra de pinso per a vaques predomina contaminacidé de
camp per Fusarium (64%) i un tant per cent més petit
d’Aspergillus (32%), resaltant l’espécie A. candidus (25%),
sobre un recompte de 5,8x10* u.f.c./g de mostra.

b) Relacié infeccié fungica i altres parametres no
microbioldgics

Tan sols podem relacionar la infeccié dels pinsos amb la
humitat , ja que en cap mostra es van trobar insectes o altres
organismes vius. A la Taula 25 veiem la mitjana del recompte
fingic, la desviacié que presenta cada grup de pinsos i 1la
mitjana d’humitats.
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Taula 25.- Caracteristiques de les mostres de pinsos

vPinsos Nombre N. mostres Recompte® Humitat®
mostres infectades u.f.c./g (%)

Aus 11 11 1,9x%x10%°(5,5x10%) 11 (1)

Porcs 13 12 1,5x%x10%(2,5x10%) 10 (0,7)

N. postres = Nombre de mostras
a) Mitiana dals recosptes de totes les mostres assaiades i la desviscis tipica.
b) Mitiana ds les hunitats de totas les »nostras asgajades 1 la seva desviacid tipica

Del pinso per a aus, la mostra amb major infeccidé (1,8x10°) té
una humitat d’un 11,54%, 1 en canvi d’altres amb humitats
superiors (12,13 i 12,31) presenten infeccid molt inferior (356
i 174 u.f.c./g , respectivament). Si es miren el tipus de
floridures d’aquests pinsos es veu que 6 de les 7 mostres en
que hi ha elevat percentatge d’Aspergillus tenen una humitat
superior a 1711% . Les dues mostres dque presenten elevat
percentatge d’A. terreus també tenen una humitat per sobre de
1’11%. Perd en canvi les mostres amb elevat percentatge
d’infeccié per part d’A. fumigatus tan sols 4 de 6 tenien
humitat superior a 1/11%.

Les variacions en el cas del pinso per a porcs sén encara més
grans. Els que presenten una infeccidé del 100% per part
d’Aspergillus presenten humitat inferior al 10% , perd a
constatar que cap d’elles presenta infeccié per part
d’A. flavus, siné una d’A. glaucus, una altra 4’A. fumigatus
i les altres d’A. terreus. Destacar que quasi totes les
infectades per A. candidus tenien humitat superior al 10%.



150

El pinso per a conills té una humitat baixa (8.5%), un recompte
baix (220 u.f.c./g) i floridures de camp. El1 pinso per a
corders presenta una humitat un xic més alta (9.4%), el
recompte és més baix (47 u.f.c./g) 1 només és present
Aspergillus fumigatus. Si ens fixem en els resultats del pinso
d’aus, podrem arribar a dir que A. fumigatus té un espectre més
ampli de creixement. La mostra de pinso per a vagues presenta
una humitat inferior al 10%, un recompte alt (5,8 x 10*
u.f.c./g), amb predomini de floridures de camp (64%) i essent
Aspergillus candidus l1’Aspergillus predominant.

Aquesta gran variabilitat la podriem atribuir a la contaminacié
individual dels grans amb elevats nivells d‘una floridura
especifica o estructures d’espores, de tal forma que després
d’elaborat el pinso, l’elevat conteig dels propaguls resulta
de 1la desintegracié d’estructures. El rang d’una aparent
contaminacié pot dependre de molts factors, incloent-hi la
naturalesa de 1l’exemple.

¢) Qualitat microbi ica_d es mostres seqgons crite
CHELKQOWSK].

A 1l’igual que s’ha fet per als cereals s’ha procedit amb les
mostres de pinsos, com es pot veure a la Taula 26. '

La gran majoria de mostres de pinsos per a aus i per a porcs,
i també l’idnica mostra que es té de pinso per a corders, estan
en la zona IV, o sigui amb elevada probabilitat de produccié
de micotoxines. La de conills seria, tedricament, la menys
propensa, ja que es troba a nivell I.
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Taula 26.- Qualitat microbioldgica dels pinsos segons el
criteri de CHELKOWSKI

Pinsos Nombre Qualitat (n. mostres)
nostres
L, I I.I, II III v
Aus 11 0 0 0 0 2* 9
Porcs 13 1 1Y) 1 1 o 11

N. nmostres = Nombre de mostres

a) Nonbra de mostres que presenten infeccid per part d’Aspergilius i Penicillium.
I - Inteccid per part d‘/Aspergilius { Penicillium < St

Iy = Infeccit sntre 5~10 &

Tl = Infeccid entre O-10%

II = Infeccid entre 11-30%

III = Infeccid entre 331-50%

IV = Infeccid > 50%

ualitat mi bio ica d es mostres_seqo el criteri
contaminacidé fungica de magatzem enfront el de camp.

En aquesta ocasié es va treballar amb els percentatges de cada
tipus de floridura obtinguts, per tal de veure la qualitat del

producte. A la Taula 27 es poden veure les mitjanes obtingudes
i la seva desviaciéb.

Malgrat el poc nombre de mostres, podem dir que al pinso per
a aus predominen 1les floridures de magatzem, essent el
percentatge realment elevat. El mateix passa amb les mostres
de pinso per a porcs, i en la mostra de pinso per a corders.

Hi ha perd dos casos diferents, com ara sén les dues mostres
de pinso, una per a conills i l’altra per a vaques, on el
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predomini és de floridures de camp. La qualitat en aquests
casos podriem dir que fins a un cert punt pot semblar millor
que en els altres, perd després de realitzar l’analisi quimica
per detectar la preséncia d’aflatoxina, en la mostra de pinso
per a conills se n’ha trobat. El que podem dir amb tot aixo és
que ni l’index de CHELKOWSKI és tan fiable com pot semblar, ni
el comparar diferents tipus de contaminacié ens pot aportar
tantes solucions com seria desitjable.

Taula 27.- Incidéncia de floridures 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)

Porcs i3 71,85 (32,08) : 6,23 (12,88)

8) Mitjana de la infeccid per paret de floridures
B} Dasviscid tipica
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103o3¢- COLZ&
a) Aspectes gqualitatius i guantitatius de la infeccidé fungica.

Totes les mostres de colza varen resultar contaminades, com es
pot veure a la Taula 28. Les mostres que venien florides es va
intentar sembrar-les en el medi de cultiu al que haviem afegit
rosa bengala, per tal de reduir el possible creixemnt
d’espécies de creixement invasiu (BRAGULAT i cols., 1991), perd
varem tenir molts problemes i algunes floridures van ser
inhibides, tal com afirma JARVIS i cols. (1983), i es va
desestimar la seva utilitzacié.

El principal génere és Aspergillus (114/118) [Fotografia 2] i
dins d’aquest cal destacar A. flavus (93/118), seguit a més
distancia per A. glaucus (56/118). El percentatge de llavors
infectades suposa un 36% d’Aspergillus amb un 24% d’A. flavus.
Resultats assemblats als obtinguts per LINDSAY (1984).

El génere Penicillium apareix en 112 mostres de 118 i el seu

percentatge de llavors infectades és lleugerament semblant al
d’Aspergillus (38%).

Les floridures de camp sén també apreciables, aix{ Alternaria
apareix en 99/118 mostres i amb una infeccid_uﬁ xic inferior
a Aspergillus (33%). Aixd es pot lligar amb la correlacié
significativa entre temps d’emmagtzematge, que és relativament

curt, i infeccidé de les llavors per part d’Alternaria (WALLACE
i cols., 1983).

Fusarium apareix en 64/118 mostres i Cladosporium en 40/118 ,
perd amb una infeccid molt petita (< 5%).

Un 77% de les mostres segueixen una relacié inversa respecte

al percentatge de floridures de camp i el percentatge de
floridures de magatzem.
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Taula 28.- Aspecte qualitatiu i quantitatiu de la infeccid

fingica de les mostres de colza

Floridures Infeccid
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) *e
A.fumigatus 4 (3) *
A.terreus 6 (5) *
Penicillium biv.as. 112 (95) 38 (30)
Penicillium mon. 1 (%) *
Fusarium 64 (54) 4 (10)
Alternaria 99 (84) 33 (26)
Cladosporium 40 (34) 4 (10)
Mucorals 57 (48) 6 (13)
MED 60 (51) 3 (5)
Altres 34 (29) 2 (5)
INFECCIO 118 (100) 91 (13)

a) Nombre de mostres que presentsn infsccid fungica

b} Percentatgs

¢} Perceantatge ds grans que presanten infaccid fangica {mitjana)

d) Desviacié tipica
a) < 1%
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b) Relacié entre infeccid fungica i altres parametres no
microbioldgics segons comarca d’origen.

Els resultats vénen expressats a la Taula 29. Aquelles
comarques d’on se’n tenen menys de deu mostres, i per tant els
resultats no sén del tot significatius, presenten en la majoria
de casos major infeccidé per part de floridures de magatzem, a
excepcié de les del Bergueda on predominen les de camp. S’ha
realitzat aquesta analisi segons comarques, perque tal com
diuen CHELKOWSKI i cols. (1983), la contaminacié fungica depén,
entre altres factors, de 1la regié i de les condicions
climatiques.

Les 20 mostres originaries del Bages presenten contaminacié per
part d’Aspergillus i Alternaria, perd la infeccié per part
d’aquesta udltima és un xic superior (45%) sobre un 30%
d’Aspergillus. A destacar també, la importancia del génere
Penicillium. Les tres mostres on es van trobar organismes vius
presenten una elevada infeccié, una d’elles amb un 100%
d’infeccidé; dues amb predomini de floridures de magatzem i
l’altra de camp. L’a, de les tres també és elevada. O sigui que
en aquests tres casos el predomini d‘’organismes wvius amb
elevada a, ha ajudat a tenir una infeccid elevada. Sis mostres
presenten un 100% d’infeccié i totes tenen una a, superior al
0,8, una d’elles igual a 1. Sembla que va bastant relacionada
infeccié elevada i a, elevada, com afirma MAGAN (1991), perd en
algun cas s’ha donat una a, baixa (0,68 i 0,5) i la infeccié
elevada (90 i 88 %), amb predomini de floridures de camp. Aixd
pot ésser degut a que hi ha un creixement fingic, després
s’asseca la mostra i les floridures queden en el producte.

De 1les 26 mostres originaries del Gironeéds on el génere
Aspergillus és present en 25/26 mostres, Penicillium en 24 i
Alternaria en 23, el percentatge d’infeccid és molt variable:
40 , 26 i 36 % respectivament. Set mostres han presentat un
100% d’infeccid. D’aquestes, sis tenen 1l’a, superior a 0,8 (en
cinc predominen les floridures de magatzem i a 1’altra no n’hi
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ha cap que destaqui) i 1’altra té a, igual a 0,7 i predomini de
floridures de camp. De les set mostres amb elevada infeccié
(>90%) i a, no molt elevada (< 0,7), en cinc hi ha predomini
clar d’infeccié per part de floridures de camp i en les altres
dos no es veu un predomini clar per part de cap floridura.

Les 11 mostres de la Llitera presenten contaminacié per part
de Penicillium, seguit d’Aspergillus 1 Alternaria. Els
percentatges d’infeccié també sén superiors en el cas de
Penicillium, perd superior el d‘Alternaria (33%) enfront
Aspergillus (26%), encara gque contamina una mostra menys.
L’dnica mostra on es van trobar insectes presenta una elevada
infeccié, perd una a, no massa elevada (0,7), i tampoc es veu
clar el predomini de cap tipus de floridura. Ens trobem davant
de mostres que presenten una a, bastant baixa, ja que no n’hi
ha cap que arribi a 0,8, perd la infeccié és bastant elevada,
ja que totes sén >90% . En aquests casos no es veu un predomini
de floridures de camp, i en la majoria de casos no hi ha
predomini clar de cap tipus de floridura.

Les 15 mostres d’Osona presenten totes contaminacié per part
de Penicillium, Alternaria i Cladosporium, seguides per
Aspergillus que n’infecta 14. Els percentatges d’infeccid sén
del 16, 31, 18 i 10% respectivament, amb predomini de les
floridures de camp. La mostra on es vah trobar cargols,
presenta una infeccié no molt elevada (78%) i una a, baixa
(0,69), pel que no podem dir gque siguin els cargols els
responsables de 1l’increment de la infeccié. Hi ha dues mostres
amb un 100% d’infeccié, una d’elles amb una a, realment baixa

(0,5) i la infeccid per part de floridures de camp.

Penicillium i Aspergillus contaminen les 12 mostres originaries
de la comarca de 1’Urgell, amb una infeccidé del 74 i 72%
respectivament, o sigui amb un clar predomini de floridures de
magatzem. Un 50% de les mostres presenta un 100% d’infeccid i
totes elles amb a, >0,7 .
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c) Qualitat microbjoldgica de les mostres segons el criteri de
CHELKOW .

Encara que aquest autor ho faci servir per a cereals, s’ha
cregut oportd aplicar-ho a les mostres de colza. Els resultats
es poden veure a la Taula 30 i venen expressats per comarques.

La majoria de les mostres (64%) presenten una contaminacié
superior al 50%, amb un predomini clar de mostres amb
contaminacié de magatzem. Implica també, un gran perill en la
possible produccié de micotoxines.

d) Qualitat microbioldgica seqgons els criteri de contaminacié
fingica de magatzem enfront el de camp

Seguint els mateixos criteris que s’ha fet servir per a les
mostres de cereals i les de pinsos, s’ha cregut oporti veure
la qualitat d’aquestes mostres segons el tipus de contaminacié.
Els resultats es poden veure a la Taula 31.

En general, hi ha un predomini de floridures de magatzem
(aproximadament el doble) enfront les de camp. Aixd ens fa
pensar que moltes d’aquestes floridures han contaminat a les
mostres o bé en el camp, o bé durant el transport o en el breu
temps que han estat emmagatzemades.

Observant els resultats per comarques, sén les mostres de
1’Urgell les que presenten un clar predomini de floridures de
magatzem. Aixd reafirma encara més el que s’ha dit abans, ja
que aquestes mostres eren de la 2zona on després es van
emmagatzemar totes, o sigui curt transport i curt
emmagatzematge. De les altres comarques amb un nombre suficient
de mostres, no hi ha diferéncia clara entre ambdés tipus de
contaminacions.
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Taula 30.- Qualitat microbiclégica de les mostres de colza
segons el criteri de CHELKOWSKI.

Comarca Nombre Qualitat

nos-

tres I, I, I.I, II IIT v
Anoia 2
A.Emp® 1° 1 2
B.Emp® 2 1 5
Bages 20 1(5) 4(20) 5(25) 3(15)® 4(20)
Bergueda 5 1 1 1 2 1
Gironés 26 1(4) 1(4) 8(31) 3(11) 14(54)
Noguera 2 1 1
Osona i5 4(27) 4(27) 6(40) 4(27) 1(7)
Segarra 5 5
Segria 5 1 4
Urgell 12 12(100)
Vallés Or® 1 1
Catalunya 105 3(3) 8(8) 11(10)22(21) 17(1e6) 55(52)
Huesca 1 1
Llitera 11 3(27) 8(73)
Aragon 12 4 8
Navarra 1 1
TOTAL 118 3(2) 8(7) 11(9)22(19) 21(18) 64(54)

a) Nombre de nostyes que prasanten inteccid per part d’Aspergillus i pPenicillius,
b} Parcentatge de vostres

c= AlL Empordds

&= Vallas oriental
I, = [Infeceld per part d’Asperyilius i Penicillius < St

d= Baix Espordi

Iy = Infaccid antre S-10 %
I,Iy = Infeccid entre O-10%

IT = Infeccié sntre 11-30%
IIl = Infeccid antre 31-50%

IV = > 50%
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Taula 31.- Incidéncia de floridures de camp i de magatzem en
les mostres de colza segons comarca d’origen.

Comarca Nombre Floridures

mostres

Magatzem Camp

Anoia 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)
Bergueda 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)
Segria 5 74,40 (18,46) 38,80 (20,52)
Urgell 12 93,83 (09,70) 2,83 (05,87)
vValles or® 1 28,00 6,00
Catalunya 105 59,50 (33,29) 40,32 (28,77)
Huesca 1 48,00 34,00
Llitera 11 69,82 (19,77) 40,18 (24,94)
Aragon 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 de la infsccid par part de floridures
b} Desviacis tipica

c= Alt Emporda

d= Baix Expordh

s= Vallds oriental
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2.- SOQUES AILLADES DE LES MOSTRES ANALITZADES

Com que no es podien aillar totes les sogques, es va decidir
intentar aillar totes les identificades com Aspergillus flavus,
per tal de determinar la seva potencial capacitat de produccid
d’aflatoxina. La preséncia de mucorals a la placa ha impedit
de fer aillaments exhaustius tant d’A. flavus com d’altres
géneres que es detallen tot seqﬁit.

Es van escollir altres espécies del génere Aspergillus i soques
del génere Penicillium gque podrien ser productores de
metabdlits secundaris.

Per un altre canté es van aillar el maxim nombre de soques del
génere Fusarium, perqué era un génere molt interessant de
conéixer, tant des de 1l’aspecte de la seva activitat enzimatica
com de la seva produccié de metabdlits secundaris. I si bé
molts han estat els treballs realitzats des del punt de vista
patoldgic de plantes i llavors en el camp, no hi ha estudis
detallats de la seva problematica en llavors émmagatzemades.

Tot aixd s’ha fet amb 1’interés de veure la possible alteracié
que podrien produir aquestes soques en material destinat al
consum animal, donant 1lloc a greus problemes sanitaris.

L’obtencié de resultats negatius, indicaria que la qualitat de
les mostres era bona. V

2.1.- SOQUES DEL GENERE ASPERGILIUS

Un dels géneres més estudiats, degut a la seva proliferacid i
a la seva gran capacitat de produccié de toxines és sense
dubtar el génere Aspergillus;
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Es van classificar tots els Aspergillus presents en les mostres
seguint la classificacié de RAPER i FENNELL (1965). Es precis
fer constar, que la classificacié dins d’aquest génere s’ha fet
a nivell de grup, per la qual cosa, quan no s’especifica el
contrari, el nom de l’espécie tipus compendra a totes les
espécies d’aquest grup.

2.1.1.- Incidencia

La incidencia d’aquest génere s’estudia segons les mostres

analitzades.
a) Incidéncia d’Aspergillus en les mostres de cereals.

A les vuit mostres de blat vam identificar Aspergillus amb una
gran variacié. Aixi, una mostra tenia més del 50% de les
llavors infectades amb aquesta floridura perd la majoria
estaven per sota del 25%. Evidentment amb tant poques mostres
no es pot observar una associacié entre diferents espécies
d’Aspergillus, perd si es va veure que aquelles mostres amb més
preséncia d’A. flavus, també presentaven altres Aspergillus com
sén A. glaucus, A. ochraceus, A. candidus i A. fumigatus.

Aspergillus era present en totes les mostres de blat de moro,
confirmant els resultats obtinguts per SANCHIS i cols. (1980)
1 SANCHIS (1982). Concretament se n’ha trobat d’A. flavus a
totes les mostres, el gque suposa una gran probabilitat de
trobar aquest tipus de floridura generalment en les mostres de
blat de moro. Aixd es pot afirmar, ja que tant les d’origen
nacional com les importades tenen la mateixa caracteristica.
Cal destacar el nombre de llavors on s’ha trobat aquesta
floridura (veure la Taula 32) on més d’un 50% de les llavors
estan contaminades amb A. flavus, el que suposa una gran
incidéncia en quantitat d’aquesta floridura. Dues mostres han
presentat un 100% de llavors amb A. flavus.
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Taula 32.- Incidéncia d’Aspergillus en les 33 mostres de blat
de moro.

Mostres amb Aspergillus

N. percentatges (%)

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 i3 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

N, = Nonbra de nostres
a) Nombre de wmostres

La preséncia d’A. niger és també forca elevada, com 1’obtinguda
per SANCHIS i cols. (1980) i SANCHIS (1982). Apareixen en 28
de les 33 mostres assajades, el que suposa una elevada
incidéncia d’aquesta espécie. S’ha comprovat que, quasi totes
les mostres on la preséncia d’A. flavus en les llavors era
bastant elevada, el percentatge de llavors amb A. niger era
bastant inferior, a diferéncia de 1l’obtingut per SANCHIS
(1982). A. fumigatus és l’espécie identificada en 24 del 33
casos, essent més elevada la seva preséncia en blat de moro
estranger, 1 més elevada que l’obtinguda per SANCHIS (1982).
En molta menor quantitat s’han identificat A. candidus,
A. glaucus, A. candidus i A. flavipes.
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De les mostres d‘ordi, Aspergillus és un génere identificat en
14 de 1les 17 mostres analitzades. El1 seu percentatge
d’incidéncia en les divereses mostres no és gens uniforme.

A. flavus és l’espécie més identificada en 13 de les mostres.
Les altres espécies apareixen en molta menys quantitat.

Un poc més elevada és la incidéncia d’Aspergillus en el sorgo.
Aixi es troba en 16 de les 17 mostres. En cap mostra s’‘ha
trobat més d’un 50% de llavors infectades per aquest génere.
A. flavus és l’espécie més identificada, en 16 mostres. Totes
les altres espécies identificades ho han estat en menor
guantitat.

b) Incidéncia d’Aspergillus en les mostres de pinsos.

Malgrat el baix nombre de mostres, cal destacar que 1la
preséncia de floridures del génere Aspergillus és notable.

En totes les mostres de pinso per a aus se n’han identificat
i amb un percentatge superior al 50% en la majoria de mostres.
La distribucié d’espécies segons percentatges es pot veure a
la Taula 33.

Cal destacar que 3 de les 11 mostres estaven tan sols
contaminades exclusivament per Aspergillus. Malgrat aixd, no
va ésser A. flavus el génere predominant ni el gue apareixia
en major percentatge, ja que tan sols en 5 de les 11 mostres
se’n va trobar i tan sols una mostra tenia més del 50%
d’A. flavus. A. fumigatus és el génere més identificat, en 8
casos, i presentant variacié en el percentatge de contaminacié.
A. candidus s’ha identificat en més ocasions que A. flavus,
concretament en 6, perd en cap d’aquests casos la contaminacié
ha estat superior al 50%. Només destacar gque, encara que tan
sols s’han trobat dues mostres amb A. terreus, una d’elles
presenta un 100% de la preséncia d’aquesta floridura.
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Taula 33.- Incidéncia d’Aspergillus en les 11 mostres de
pinso per a aus.

Mostres amb Aspergillus

N. percentatges (%)

1-25 26-50 51~75 76=-99 100
A. flavus 5 22 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. = Nexbre de mostras
a} Nombre de mostres

La preséncia d’Aspergillus en les mostres de pinso per a porcs
és elevada (92% de les mostres), de les que més de la meitat
presenten més d’un 50% d’aquesta floridura. La distribuciéd
d’espécies segons percentatges es pot veure a la Taula 34.

Sén A. flavus i A. candidus les dos espécies amb més
incideéncia, ja que els trobem en 8 mostres. A. flavus se’l
troba en la majoria de mostres en un percentatge per sota del
50% de contaminacié de la mostra. En un 50% de les mostres s’ha
trobat A. fumigatus, i en una d’elles la incidencia és del
100%. A destacar que 1 de les 3 mostres on es va trobar
A. terreus en presenta una incidéncia del 100% i 1’dnica mostra
on es va trobar A. glaucus també té la mateixa incidencia.
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Taula 34.- Incideéncia d’Aspergillus en les 13 mostres de pinso
per a porcs.

Mostres amb Aspergillus

N. percentatges (%)

1-25 26-50 51-75 76~99 100
A. flavus 8 74 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
ASPERGILLUS 12 1 4 4 0 3

N. = Nombre de mostres
a) Nombrs de moatras

A l’dnica mostra de pinso per a conills no es va trobar cap
Aspergillus. A la de corders se’n va trobar un 100% i
concretament d’A. fumigatus. I la que era per a vagues se’n va
identificar menys d’un 50% d’Aspergillus, i concretament
da’A. flavus, A. niger, A. candidus i A. terreus.
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c) Incidéncia d’Aspergillus en les mostres de colza.

Aixi com sén molts els estudis realitzats en cereals i
productes derivats quant a infeccié fuingica, no sén tants els
que s’han dedicat a 1l’estudi de la colza. Es per tant

interessant veure la incidéncia dels diferents géneres en
aquestes llavors.

Es elevada la preséncia d’Aspergillus en les mostres de colza
ja que el trobem en 114 de les 118 estudiades, com es pot veure
a la Taula 35. Un 30% de les mostres tenen més d‘un 50% de les
llavors infectades amb aquesta floridura.

Taula 35.~ Incidéncia d’Aspergillus en les 118 mostres de
colza.

Mostres amb Aspergillus

N. percentatges (%)

1-25 26-50 51~-75 76-99 100
A. flavus 93 553 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

ASPERGILIUS 114 59 18 12 19 6

N. = Nombre ds mostres
a) Nombre de noxtras
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A. flavus és l’espécie més identificada en 93 mostres. Un 25%
d’aquestes presenten més d‘un 50% de les llavors contaminades
amb aquesta floridura. A dues de les mostres s’ha trobat A.
flavus a totes les llavors.

Les altres espécies incideixen en menor nombre en aquest
producte. Se’n podrien destacar un parell: A. glaucus, gue
apareix en aproximadament un 50% de les mostres perd amb un
percentatge baix de llavors infectades, i A. niger, que se’l
troba en 41 mostres presentant un tant per cent de llavors
contaminades més variable.

Es interessant veure la incidéncia d‘aquesta floridura segons
l’origen de 1les mostres. De les comarques amb més de 10
mostres, la incidencia d’Aspergillus és important a totes
elles.

Aspergillus apareix en totes les 20 mostres de la comarca del
Bages. A. flavus té una elevada incidéncia (65%), també la
d’A. glaucus és inﬁeressant(Sﬁ%). Les mostres on no s’ha trobat
A, flavus presenten un bon percentatge d’A. glaucus, i a la
inversa.

Aspergillus apareix en 25 de les 26 mostres del Gironés. En
tres mostres un 100% de les llavors tenen aquesta floridura.
A. flavus apareix en moltes mostres (81%), 1 en una en el 100%
de les llavors. A. niger també hi és present en bona mesura
(57%) 1 A. glaucus (46%).

Aspergillus contamina a 10 de les 11 mostres de la Llitera.
A. flavus (91%) i A. glaucus (73%) s6n les espécies amb més
incideéncia.

A 1’Urgell, Aspergillus és present en totes les mostres.
A. flavus es troba a totes les mostres. E1l segueix en
importancia A. niger (83%).
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2.1.2.- Toxigenicitat

S’han escollit per veure la seva capacitat de produccid
d’alguna substancia toxica, per un canté soques de 1l’espécie
A. flavus, per 1la seva capacitat de produir principalment
aflatoxina; per un altre A. fumigatus, A. glaucus, A. candidus,
A. ochraceus 1 A. terreus gque sén productors d’altres
metabdlits secundaris (MOREAu; 1990; GOLINSKI, 1991). Caldra
veure la seva possible accidé enfront diversos microorganismes.

Per un altre cantdé interessara fer el mateix tipus d’analisi

amb soques d’A. flavipes, encara gque no so6n citats com a
productors.

apacitat potenci de uccid 4’ atoxines

De totes les soques d‘Aspergillus flavus que s’han pogut alllar
s’ha fet una analisi de la capacitat potencial d’aquestes de
produir aflatoxina (proba CAM) (ARSECULERATNE i cols., 1969;
LIN i DIANESE, 1976; DAVIS i cols., 1987). S’han assajat 1250
soques aillades de cereals, 68 de pinsos i 584 de colza, com
es pot veure a la Taula 36 i a la Fotografia 3.

S’estudien a continuacid aquestes soques segons el seu origen.

1. Aspergi s _flavus ai ts de cere .

Un 15% de les soques aillades de cereals, si les condicions
ambientals els sén favorables, seran capaces de produir

aflatoxina. Es un percentage bastant elevat i que cal tenir en
compte.
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Taula 36.- Relacié de soques potencialment aflatoxigéniques en
les mostres analitzades.

Origen N. soques N. sogques (%)
assajades +
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
PINSOS 68 8 (12)
COLZA 584 12 {2)

N. soquas = Nombre de soquas
BMN = Blat de moro nacional
BME = Blat de Doro astranger

Dues soques aillades de blat, procedents de dues mostres
diferents, van presentar aquesta capacitat. De l’unica mostra
on es van trobar insectes, la soca aillada no va oferir
activitat potencialment toxigénica. I les humitats d’aquestes
mostres eren del 10 i del 12%.
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Estudiant les soques aillades de blat de moro, veiem que
aproximadament un 17% de les soques sén potencialment
toxigéeniques, un valor molt assemblat a l’obtingut per SANCHIS
(1982). Si ho comparéssim amb resultats de blat de moro
procedent del camp (LILLEHOJ i cols., 1980; SANCHIS i cols.,
1984), el resultat és molt diferent, ja que ambddés autors han
trobat més d’un 50% de soques amb aquesta capacitat. Sembla que
la humitat d’aquestes mostres no ha influit essencialment en
trobar-ne de potencialment aflatoxigéniques. Aixi, el
percentatge més elevat coincideix amb soques provinents de
mostres amb humitat entre 12-13%. El percentatge individual més
elevat correspon a una mostra que, tenint entre un 14-15%
d’humitat, va donar 50% de soques amb CAM positiva. BAUDURET
(1990) obté el mateix percentatge, perd treballant 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 preséncia d’insectes i una contaminacié del 96%

d’A. flavus, on un 30% d’aquests sén potencialment productors
d’aflatoxines.

Resultats similars s’han obtingut amb les soques aillades de
sorgo. Aixi s’ha trobat una mostra amb un 13% d’humitat i amb
insectes, on un 20% de les soques d’A. flavus eren CAM
positiva. Les soques potencialment aflatoxigéniques es van
aillar majoritariament de mostres d’humitat entre 13-14%, o©
sigui lleugerament més elevada que en al blat de moro. Cal
destacar dos factors: per un canté més del 50% de les mostres
no tenien soques CAM positiva, i per un altre les que en tenien
presentaven un percentatge Dbastant elevat de sogques
aflatoxigéniques (una amb un 50%).

Les soques positives per a aquesta prova, aillades d’ordi,
provenien majoritariament de mostres amb humitats baixes, entre

11~12%. No se n’ha trobat cap de positiva en mostres de més
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 gue si A. niger va associat a A. flavus
interfereix en la produccié d’aquesta toxina.

2. Aspergillus flavus aillats de pinsos.

Un 12% de 1les soques assajades presenten capacitat
aflatoxigenica. Resultat assemblat a 1‘obtingut per BAUDURET

(1990).

De les 11 mostres de pinso per a aus, cinc presentaven
contaminacié per A. flavus 1 d’aquestes tan sols de dues
mostres se n’han aillat soques potencialment toxigéniques. Les
humitats d’aquestes mostres eren una inferior al 10% i1 l’altra
entre 11-12%. Curiosament on s’han trobat més soques CAM
positiva ha estat en mostres amb menys quantitat d’A. flavus.

S’han aillat 38 soques d’A. flavus de mostres de pinso per a
porcs, de les que un 8% han resultat CAM positiva. S‘havia
trobat pero, aflatoxina en dues mostres d’aquest pinso, i en
canvi cap dels A. flavus aillats d’aquestes mostres ha
presentat capacitat potencial de produir aquesta toxina.

La preocupacié queda confirmada quan ens fixem en la mostra de
pinso per a conills. D’aquesta no se’n va poder aillar cap
Aspergillus flavus perqué no n’hi havia. Malgrat aixd, a
l’analitzar la mostra es va trobar aflatoxina. Aixd vol dir que
segurament el pinso ha sofert algun tractament i 1la
contaminacié per A. flavus ha desaparegut, perd no la toxina
que aquest ha produit. Cap de les soques aillades del pinso per
a vaques ha resultat ser CAM positiva.



173

Aquests resultats sén realment preocupants, ja que si bé un
pinso és més facil de ser atacat per floridures degut a la
condicié d’esmicolament de les particules que el componen,
també és possible que mitjangcant un procés térmic s’hagi
eliminat part de la flora microbiana. La no eliminacié d’A.

flavus, potencialment aflatoxigénic, pot ocasionar problemes
greus.

3. Aspergillus flavus aillats de colza.

La colza és la que presenta un percentatge més baix de soques
potencialment productores d’ aflatoxines (2%). Perd cal
destacar que, soques aillades de la mostra on es va trobar

aflatoxina, si que van presentar capacitat potencial de
produir-la.

Per detallar un xic més 1l’estudi i observar millor les
possibles relacions, s’ha fet tenint en compte l’origen de les
mostres, o sigui la comarca d’on procedien. (Es fara referéncia
tan sols a aquelles comarques on les mostres presentaven
contaminacié per A. flavus i que a més a més les soques s’han
pogut aillar).

De 17Alt Emporda, 3 mostres amb a, >0,8, tan sols les soques
d’una d’elles tenen capacitat potencial de produir la toxina
i concretament provenen de la mostra amb menys contaminacié per
part d’A. flavus (12%).

De les 4 mostres del Baix Emporda, les soques d’una d‘elles
(amb les mateixes caracteristiques que la de 1’Alt Emporda)
presenta capacitat potencial.
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Es també a la Segarra on s’ha trobat un 8% de soques
potencialment productores d’aflatoxina, aillades d’una mostra
amb la mateixa a,, 1 en comparacié amb altres mostres del
mateix origen , el percentatge d’A. flavus (30%) és bastant
inferior al de les altres (>70%).

També provenint de mostres amb elevada a, (0,89), a 1’Urgell,
de 12 mostres només en una d’elles s’ha trobat un 5% de soques
potencialment productores. En aquest cas la mostra presentava
una infeccidé per A. flavus un xic superior (64%).

Condicions ideals presenta la mostra 66 d’origen el Segria, amb
una a, igual a 0,89 i un 100% d’infeccidé per A. flavus, de les
que un 18% sén soques potencialment productores. A aquesta
mostra es va trobar aflatoxina.

Condicions diferents d’a, presentaven 1les mostres de la
Llitera, 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 les comarques de 1’Anoia, Bages, Bergueda, la Noguera, Osona
i les provinents de Huesca i Navarra, cap de les SOques
aillades va mostrar capacitat potencial de produir aflatoxina.
Tanpoc se’n va trobar cap provinent de la comarca del Gironés,
malgrat tenir moltes mostres i alguna amb un 100% d’infecciéd
per part d’A. flavus.

En resum, podem dir que no sén masses les soques potencialment
productores. Que majoritariament procedeixen de mostres amb a,
elevada, a excepcié de les de la Llitera, =zona potser de
temperatures ambientals més elevades.
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b) Test d’espectre microbia

S’ha estudiat la possibilitat de gque algunes soques
dfAspergillus sdén capaces de produir alguna substancia gque
inhibeixi el creixement d’alguns microorganismes. Aixi, s’han
aillat 33 soques d’Aspergillus fumigatus, 14 d’A. glaucus, 10
d’A. candidus, 3 d’ A. ochraceus, 4 d’A. terreus i 6
d’Aa. flavipes. S’ha provat 1la seva potencial capacitat
d’inhibir el creixement de una série de bacteris i llevats, el
nom i l’origen dels quals figura a l’apartat de material, i que
sén els recomanats per UENO i KUBOTA (1976), SANCHIS (1979),
PERRY i cols. (1982) i WATSON i LINDSAY (1982).

Podem dir gque en general tant els Aspergillus com els
Penicillium (que es veuran en l’apartat posterior) han
presentat bona activitat toxigénica enfront els bacteris i un
poc menys enfront llevats, aixi com les soques del génere
Fusarium, que es poden veure a la Fotografia 4.

A les Taules 37 i 38 es mostren aquestes activitats de les
soques, el que significa unes xifres gens despreciables.

Si el que interessa és conéixer com estan els productes que es
faran servir per a pinso, es pot veure gue un bon percentatge
de soques aillades d’aquests productes sén productores d’alguna
substancia. El que vol dir, és que si 1les condicions
d’emmagatzematge del producte sén apropiades per a la produccid
dels metabdlits, aquests s’acumularan al producte, que a
l’ésser ingerit pels animals podran causar-los-hi problemes de
salut en el cas que aquests productes siguin tdxics.
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Taula 37.~- Activitat antimicrobiana de les soques d’Aspergillus
aillades de cereals.

Blat M ordi Sorgo Blat TOTAL

N. + N. + N. + N. + N. +
A. glaucus 4° 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 1 0 22 11
A. flavipes 4 3 1 - - 6 5
ASPERGILLUS - 22 12 6 3 9 3 15 5 52 23

N. = Nombre; Blat M = Blat de more
a) Nombrs ds soques assajades
b} Nonbre de soques aab activitat toxigénica enfront els bactariz {/c els llevats estudiats.

Taula 38.- Activitat antimicrobiana de les soques d/Aspergillus
aillades de pinsos.

PINSOS

Aus Porcs Corders TOTAL

N. + N. + N. + N. +
A. glaucus - - i o® - -
A. candidus 2 2 - - - -
A. fumigatus 8 8 2 1 1 1 11 10
A. terreus 3 3 1 - - 4 4
ASPERGILLUS 13 13 4 2 1 1 18 16

N, = Nombre
a) Nombre de soques assajades
b) Nonbre de soques amb activitat toxigdnica enfront els bacteris i llavats assajats



177

Cal dir que no hi ha excessives difereéncies entre les soques
aillades dels cereals de les de pinsos, ja que s’han trobat
soques actives en tots els casos, el que aviva la problematica
de qué tant en productes sense alaboracidé com en altres ens
podenm trobar amb el mateix problema. Val a dir-hi que, si les
condicions d’emmagatzematge sén idonies no hem de témer a

aquests problemes, perd cal fer una bona tasca de prevenciéd.

Com diuen UENO i KUBOTA (1976) i WATSON i LINDSAY (1982), les
toxines produides per soques del génere Aspergillus, com les
aflatoxines o l’esterigmatocistina, tenen efecte positiu sobre
algun microorganisme com ara és el Bacillus subtilis.

Observarem a continuacié la capacitat antimicrobiana d’aquestes
soques aillades segons espeécies.

1. Aspergillus fumigatus

De 1les 22 soques aillades de cereals, un 50% presenten
activitat antimicrobiana, com es pot veure a la Taula 39.

Les soques aillades de blat de moro tenen la majoria una gran
activitat en front de B. subtilis, com també ho demostra
SANCHIS (1979). Dues de les set soques aillades de blat de moro
estranger presenten una activitat positiva enfront 5
microorganismes.

De les soques aillades d’ordi, l’dnica gque és activa ho és poc.

Les soques aillades de sorgo sén, en nombre, 1les menys
efectives. Malgrat aix®d, n’hi ha una aillada de sorgo que
inhibeix a 4 microorganismes.



178

Taula 39.- Nombre de soques d’A. fumigatus amb activitat
antimicrobiana enfront diversos microorganismes.

Origen N. N. + Microorganismes
l 2 3 4 5 6

Blat Moro 10 g® 2°¢ 5 8 3 3 3

BMN 1 1l 0 0 1 0 0 0

BME 9 7 2 5 7 3 3 3
Oordi 3 1l 1 0 0 0 0 1l
Sorgo 8 2 1 1 2 1l o} 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
Pinso porcs 2 1 0 1 1 1 1
Pinso corders 1 1 o 1 1 0] 0 0
PINSO 11 10 2 5 10 4 4 0
TOTAL 33 21 6 11 20 8 7 4
N. = Nonbrae

BMK = Blat de moro nacional

BME = Blat de noro astranger

Microorganisnes :

1) Salmonella enteritidis

2) Staphylococcus aureus

3) Bacillus subtilis

4) Bscherichia coll

5} Entercbacter asrogenes

6) Saccharomyces cerevisiae

a}) Nombre da soques assajades

b) Nombre de soques anb activitat enfront algun d’aguests nicroorganismes
¢} Nombre de soquess amb activitat enfront cada microorganisme
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De les 11 soques aillades de pinsos, un 91% sén potencialment
inhibidores, xifra realment molt considerable. Es enfront
Bacillus subtilis quan agquestes soques sén més efectives (95%)
i seqguides de més lluny vers Staphylococcus aureus (52%).

Dues de les soques aillades de pinso per a aus sén actives
enfront tots els bacteris. Curiosament ambdues soques sdén menys
actives enfront B. subtilis si les comparem amb les altres.

La soca aillada de pinso per a porcs és forga activa enfront
4 bacteris.

2. Aspergillus glaucus

Tres de les 14 soques assajades d’A. glaucus han donat positiu
en aquesta prova, una aillada de blat de moro i dues de blat.
Totes son actives enfront B. subtilis. Les dues aillades de
blat sén actives enfront el llevat. Cal destacar que, és una
d’aquestes soques aillada de blat gue és ben activa davant 4
bacteris (tots excepte Enterobacter aerogenes) i el llevat.

3. Aspergillus candidus

Quatre de les 10 soques d’A. candidus assajades han donat
activitat, dues aillades de blat i dues de pinso per a aus.
Totes les soques sén actives enfront B. subtilis i cap d’elles
davant Salmonella enteritidis, St. aureus 1 Enterobacter
aerogenes. SANCHIS (1979) obté activitat enfront B.subtilis i
Candida albicans per part de soques aillades de blat de moro.
Cap de les soques es pot considerar excessivament activa, i la
millor, la procedent de blat, ho és enfront 2 bacteris (B.
subtilis i Escherichia coli) i un llevat.
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4. Aspergillus ochraceus

De les 3 soques obtingudes d’A. ochraceus, dues han donat
activitat, una aillada d’ordi i 1’altra de blat. Amdues sén
actives enfront St. aureus i B. subtilis, perd no amb molta
intensitat. Aquests resultats sén iguals als obtinguts per
SANCHIS (1979) en soques aillades de blat de moro.

5. Aspergillus terreus

Totes les soques assajades han donat activitat. Tres eren
aillades de pinso per a aus i una de pinso per a porcs. Totes
elles sén actives en front B. subtilis, com les de SANCHIS
(1979) i cap enfront llevats. Una de les aillades de pinso per
a aus és molt activa davant tots els bacteris a excepcid del
B. subtilis, en qué l’activitat és més baixa.

6. Aspergillus flavipes

Cinc de les 6 soques aillades com a A. flavipes han donat
resultat positiu. Els resultats es poden veure a la Taula 40.

Cap soca és activa enfront Enterobacter aerogenes. Les aillades
de blat de moro sén actives enfront 3 dels 5 bacteris i una
d’elles també vers el llevat. L’aillada de sorgo també ho és
enfront 3 bacteris.

Es pot considerar que, en general tenen bona activitat i aixi
alguna d’aquestes soques s’hauria de plantejar el ser estudiada
més profundament i més tenint en compte que no és una espeécie
massa investigada.
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Taula 40.- Nombre de soques d’A. flavipes amb activitat
antimicrobiana.

Origen N. N. + Microorganismes
1 2 3 4 5 6
Blat Moro 4* 3° 2° 3 3 1 0 0
BMN 1 1 1l 1 1 0 o 0
BME 3 2 1 2 2 1 0 1
Ordi 1 1l o 1 0 0 0 0
Sorgo 1 1 1 0 1 1 0 0
TOTAL 6 5 3 4 4 2 o 1
N. = Nombre

BMN = Blat de moro nacional

BME = Blat de moro satranger

Microorganismes :

1) Salmonella enteritidis

2) Staphylococcus aureus

3) Bacillus subtlilis

4) Escherichia coll

5} Enterobacter asrogenes

6) Saccharowyces cersvisiase

a} Norbre de socques assaiadas

b) Nonbre de soques amb activitat anfront algun dfaguests nicroorganismes
c) Nombre de soques amb activitat enfront cada microorganisme
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