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SUMARI

Aquest estudi s’ha realitzat en els laboratoris de microbiologia i cromatografia de I'lQS,
Universitat Ramon Llull, en el marc del projecte del Pla Nacional titulat: Ecotoxicidad,
micotoxinas y degradacion de nonilfenoles en lodos de depuradora y suelos tratados,
financat pel Ministeri d’educacié i ciéncia, amb numero de referencia: CTM2006-
14163-C02-02, en col-laboraci6 amb el Centre de Recerca i Aplicacions Forestals
(CREAF).

En la present Tesi doctoral s’ha valorat el contingut fungic d’un total de 18 mostres de
compost: 7 procedents de la planta de compostatge de Manresa, 6 de la de Blanes,
dues procedents de residu solid urba processat a la planta de CESPA de Can Barba,
(Vallés Occidental), dues de compost casola de Pineda de Mar i, finalment, una
procedent de femta de cavall obtinguda en un comerg especialitzat en productes de

jardineria. Les analisis s’han realitzat entre els anys 2007-2010.

Per a cada una de les mostres s’ha realitzat el calcul de les unitats formadores de
colonia de fong, ufc/g; s’han identificat els fongs de cada una de les mostres pel que fa
al génere i se n’han seleccionat els Aspergillus i els Penicillium, que s’han incubat
seguint el métode de la FDA per a comprovar si poden produir les aflatoxines G,, G;,
B,, B; i 'OTA. Cap dels fongs potencialment micotoxigénics aillats ha donat positiu en
la produccié de les toxines estudiades per sobre del limit de deteccidé quan s’han

aplicat els métodes cromatografics descrits en el treball.

Per aquest motiu, s’estudia si el compost és un substrat adequat per a la produccié
d’aflatoxines incubant la soca de control Aspergillus parasiticus CECT 2681, descrita
com a productora d’aflatoxines, sobre diferents proporcions de mescles d’arros-
compost. Després de comprovar que la soca control no pot produir les toxines quan el
fong es desenvolupa sobre un 100% de compost, es comprova si pot continuar-ho fent
sobre arrdos. També es comprova si la soca control perd la seva capacitat
micotoxigénica en ser incubada sobre compost i després sobre arrds. Per a realitzar

aquesta analisi s’utilitza un métode desenvolupat a la seccié d’'UHPLC-UV.

Amb les diferents proves realitzades amb la soca de control Aspergillus parasiticus
CECT 2681, es conclou que la soca control no perd la seva capacitat micotoxigénica
en ser incubada primer sobre compost i després sobre arrds. També es pot concloure
que el compost no és un bon substrat per a la produccié d’aflatoxines ja que la
produccio d’aquestes disminueix en augmentar la proporcié de compost en el substrat

de creixement del fong.



RESUMEN:

En la presente Tesis doctoral se ha valorado el contenido fungico de un total de 18
muestras de compost: 7 procedentes de la planta de compostaje de Manresa, 6 de la
de Blanes, dos procedentes de residuo sélido urbano procesado en la planta de
CESPA, Can Barba (Barcelona), dos de compost casero de Pineda de Mar vy,
finalmente, una procedente de heces de caballo obtenida en un comercio

especializado en productos de jardineria.

Para cada una de las muestras se ha realizado el calculo de las unidades formadoras
de colonia de hongo, ufc / g; se han identificado los hongos de cada una de las
muestras a nivel de género y se han seleccionado los Aspergillus y Penicillium, que se
han incubado siguiendo el método de la FDA, para comprobar si pueden producir las
aflatoxinas G,, Gi, By, By y la OTA. Ninguno de los hongos potencialmente
micotoxigénicos aislados ha dado positivo en la produccion de las toxinas estudiadas
por encima del limite de deteccidon, cuando se han aplicado los métodos

cromatograficos descritos en este trabajo.

Por este motivo, se estudia si el compost es un sustrato adecuado para la produccion
de aflatoxinas incubando la cepa de control Aspergillus parasiticus CECT 2681,
descrita como productora de aflatoxinas, sobre diferentes proporciones de mezclas de
arroz - compost. Tras comprobar que la cepa control no puede producir las toxinas
cuando el hongo se desarrolla sobre un 100% de compost, se comprueba si puede
seguir haciéndolo sobre arroz. También se comprueba si la cepa control pierde su
capacidad micotoxigénica al ser incubada sobre compost y luego sobre arroz. Para

realizar este analisis se utiliza un método desarrollado en la seccién de UHPLC-UV.

Las diferentes pruebas realizadas con la cepa de control Aspergillus parasiticus CECT
2681, concluyen que la cepa control no pierde su capacidad micotoxigénica al ser
incubada primero sobre compost y luego sobre arroz. También se puede concluir que
el compost no es un buen sustrato para la produccién de aflatoxinas ya que la
produccion de estas disminuye al aumentar la proporcion de compost en el sustrato de

crecimiento del hongo.



SUMMARY:

In this doctoral thesis we evaluated the fungal content of a total of 18 compost
samples: 7 from the composting plant from Manresa, 6 from Blanes, 2 from urban solid
waste from the processing plant CESPA, Can Barba (Vallés Occidental), two from
homemade compost from Pineda de Mar and finally, one sample of fecal horse

obtained in a trade specialized in gardening products.

For each one of the samples the calculation of the fungus colony forming units, cfu / g,
has been carried out; fungi have been identified for each of the samples at the level of
genera. Aspergillus and Penicillium have been selected and have been incubated
following the FDA method to verify if they can produce aflatoxins G,, G4, B,, By and
OTA. Any of the isolated micotoxigenics fungi has positive production of the studied
toxins over the detection limit when we have applied the chromatographic methods

described in this work.

For this reason, we study if compost is an appropriate substrate to produce aflatoxins
by incubating control strain Aspergillus parasiticus CECT 2681, described as a
producer of aflatoxins, in different proportions of rice-compost mixtures. After verifying
that the control strain cannot produce toxins when the fungus grows on a 100% of
compost, we verify if it can continue to produce toxins over the rice. It also verifies if the
control strain loses its micotoxigenical capacity when it was incubated over compost
and then over rice. To do this analysis we use a UHPLC-UV method developed in our

section.

To the different analyses realized with control strain Aspergillus parasiticus CECT
2681, we conclude that the strain does not lose its micotoxigenical capacity when being
made on first and then incubated over rice. It can also be concluded that the compost
is not a good substrate for aflatoxins production because the aflatoxins production

decreases when the proportion of compost increases in the growth fungal substrate.
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ACRONIMS

ACA: Agéncia Catalana de I'Aigua.

AFB,: Aflatoxina B4

AFB,: Aflatoxina B,

AFG;: Aflatoxina G4

AFG,: Aflatoxina G,

AFM;: Aflatoxina M.

AFM,: Aflatoxina M,

AFSSA: Agéncia Francesa de Seguretat Alimentaria.

AGV: Acids Grassos Volatils.

AOAC: Association of Analytical Chemists.

ay: Activitat de l'aigua.

BOE: Butlleti Oficial de I'Estat.

CECT: Coleccid Espanyola de Cultius Tipus.

CESPA: Companyia Espanyola de Serveis Publics Auxiliars.
CREAF: Centre de Recerca Ecologica i Aplicacions Forestals.
DAD: Diode Array Detector.

Dc: Voltatge en continua.

EDAR: Estacié Depuradora d’ Aigles Residuals.

ELISA: Assaig immunosorbent amb enzim lligat (Enzim-Linked Immunosorbent
Assays).

ESI: lonitzaci6 per electrospray (Electrospray lonization).
FDA: Food and Drug Administration.

FVO: Food and Veterinary Office.

HPLC: High Performance Liquid Chromatography.

HRE: Humitat Relativa d’Equilibri.

M.S: Matéria Seca.

IARC: Agéncia Internacional per a la Recerca sobre el Cancer (International
Agency of Research on Cancer).

LD: Limit de deteccio.

LQ: Limit de quantificacio

m/z: Relacié massa/carrega d’un io.

OTA: Ocratoxina A.

PAC: Policlorur d’Alumini.

PAO: Organismes acumuladors d'oxigen (Phosphorous Acumulator

Organisms).



ACRONIMS

PDA: Agar de patata i dextrosa (Potato Dextrose Agar).

PNLD: Pla Nacional de Fangs de Depuradores d’Aiglies Residuals.
Q1, Q2, Q3: Primer quadripol, segon quadripol i tercer quadripol.
Rf: Radiofreqiiéncia.

SCAN: Escaneig en un rang de masses.

SIM: Selected ion monitoring.

SPE: Extracci6 en fase solida (Solid Phase Extraction).

TLC: Thin Layer Chromatography.

UFC: Unitats Formadores de Colodnia.

UHPLC: Ultra High Performance Liquid Chromatography.

UV: Ultraviolada.
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INTRODUCCIO | OBJECTIUS

L’augment de poblacio i el ritme de vida de la societat actual consumeix molts recursos
naturals i genera unes quantitats de residus molt elevades. De tots els recursos
naturals, I'aigua n’és un dels més importants ja que és un bé escas i, per tant, en cal
gestionar la demanda i I'eficiéncia en el seu Us, mitjangant el seu aprofitament i la seva
depuracié un cop utilitzada. Després d’haver-ne efectuat la depuracio, cal donar una

aplicacio als residus que es generen.

Cada vegada més, la societat demana I'adopci6 rapida d'un conjunt d'actuacions que
garanteixin l'accés a l'aigua, en condicions de quantitat i qualitat adequades i a la
vegada, que es preservin els nostres recursos hidrics i els ecosistemes aquatics

associats.

El procés de depuracié de les aigues residuals genera un residu anomenat “fang de

depuradora”.

Els fangs de depuradora i una inadequada gestié dels mateixos, poden esdevenir una
font molt important de degradacié del medi ambient (contaminacié atmosférica,
contaminaci6é dels sols, contaminacié de les aigles, alteracié dels ecosistemes,
problemes de salut, etc.). Si cada cop se’n generen més, el que cal fer és valoritzar-

los amb procediments que en permetin el seu aprofitament. (ACA, 2010).

El fang és un material complex constituit per aminosucres, proteines i peéptids,
polisacarids, lipids, d’altres substancies polimériques, una gran varietat de substancies
que contenen nitrogen i fosfor i altres compostos que depenen de la procedéncia de

les aigles residuals. (Bagd, 2005).

Es important també tenir en compte la possible preséncia d’organismes patdgens en el
fang inicial, aixi com també la seva possible persisténcia dins del compost ja que
aquest s’utilitza com a adob. L’Us del compost com a adob permet poder-lo
reincorporar al cicle natural. El Pla Nacional Integrat de Residus estatal (2008-2015) té
com a objectiu que un 84% dels biosolids eliminats siguin aplicats i valoritzats en usos

agricoles en forma de compost, de digestié o d’assecatge térmic.

Per poder reduir el volum d’aquest residu i proporcionar-li un desti és necessari un
tractament perqué perdi, principalment, laigua que conté. Un dels possibles

tractaments és el compostatge.
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L’objectiu del compostatge és, basicament, convertir la matéria organica present en els
fangs deshidratats en humus estable, gracies a I'accid de certs microorganismes que
es troben presents en el fang. El procés es duu a terme al llarg de diverses etapes i,
tractant-se d’'un procés exotérmic, es passa per diferents temperatures i per diverses
transformacions microbianes. Durant el procés i en la totalitat de les seves etapes, les
temperatures arriben des de 40°C i fins als 60°C. En aquest marge de temperatures hi

actuaran diferents microorganismes com fongs i/o bacteris.

L’accié humana només es limita a proporcionar les condicions dptimes perqué es faci
amb la maxima rapidesa i eficacia, i cal destacar que el compostatge amb residus
vegetals (escor¢ca de pi, encenalls de fusta, etc.) millora les qualitats fisiques i
sanitaries del producte, tot i que resulta costoés, és lent i necessita molt d’ espai per a la

seva produccio.

Durant el procés de compostatge, per una banda s’arriba a temperatures on poden
créixer els fongs productors de toxines; i per l'altra, les toxines, si hi sén produides, hi
poden romandre ja que no s’arriba a suficient temperatura per a destruir-les. Aquests
fongs productors tenen la seva temperatura optima de creixement des de 27-30°C i
fins a una maxima que es troba entre 40-42°C mentre que per a destruir moltes de les

toxines produides per un fong, es necessiten temperatures superiors a 250°C.

El Programa d’Actuacions per a la Gestié dels Fangs de Depuracié d’Aiglies Residuals
Urbanes (2006-2015) té com a objectiu contribuir en I'optimitzacié técnica, ambiental i
econdmica de la gestié dels fangs de depuradores d’aigles residuals urbanes de
Catalunya. Es per aquest motiu que és important conéixer la seva composicio i la

preséncia d’organismes patdgens o de toxines, com les micotoxines.

Les micotoxines son un grup de metabolits secundaris d’origen fungic caracteritzades
per presentar una toxicitat heterogénia tant per a 'home com per als animals. Poden
causar efectes carcinogénics, teratogénics o mutagénics, i també poden desencadenar

desordres de tipus hormonal o immunosupressor.

Les amplies condicions mediambientals que permeten el creixement dels fongs
comporten que les micotoxines es puguin produir en substrats molt diversos. En el cas
del compost, els fongs podrien produir les micotoxines, passar aixi a la terra i als

vegetals que se’n nodreixen i, d’aquesta manera, arribar a la cadena alimentaria.
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La majoria de les micotoxines estan produides per espécies dels géneres Aspergillus,
Penicillum, Fusarium i Alternaria. Les micotoxines més estudiades son les aflatoxines.
Aquestes tenen una elevada toxicitat i una amplia distribucié. Formen una familia de
16 compostos. Les aflatoxines B4, G4, B,, G, i My son les més localitzades en aliments

i les de més toxicitat (Weidenbdrner, 2001.).

L’Ageéncia per a la recerca del Cancer (IARC) va classificar I'aflatoxina B4 en el Grup1
(IARC, 1987), considerant-la cancerigena per a 'home. Posteriorment, 'ocratoxina A
es va classificar dins del Grup 2B (IARC, 1993) com a agent possiblement
carcinogénic per a 'home. La mateixa agéncia, I'any 2002 va realitzar diferents estudis
en els quals s’administraven mescles d’aflatoxines en animals experimentals. Es va
concloure que hi havia evidéncies suficients per a considerar les aflatoxines B4, G4 i M,

cancerigenes per a animals.

Com a consequéncia de la toxicitat que suposen les micotoxines per a les saluts
humana i animal, molts paisos han establert reglaments en mode de lleis o bé de
recomanacions per al seu control. L’any 2002 a Europa es va recomanar que es
dugués a terme un programa coordinat de controls per a vigilar la freqiéncia d’aparicio
i concentracié d’aflatoxines i ocratoxina A en productes destinats a l'alimentacié

animal.

Les espécies fungiques més conegudes productores d’aflatoxines son I'Aspergillus
flavus amb la produccio de les aflatoxines B1 i By; i A. parasiticus, que produeix les
quatre aflatoxines B4, G4, B,, G,. L’ocratoxina A pot ésser biosintetitzada per una gran

varietat d’espeécies fungiques de Penicillum i Aspergillus.

Els métodes d’analisi d’aquestes toxines no son senzills ja que es troben en matrius
complexes i estan en concentracions baixes. La técnica més usada per a les analisis
d’aquests compostos ha sigut la cromatografia liquida amb diferents etapes de

purificacié segons la matriu i la concentracié de toxina.

Fins a l'actualitat, la legislacio sobre les aflatoxines només s’ha considerat en matrius
alimentaries, en cap cas sobre compost ni sobre fangs de depuradores. En els darrers
anys (Bloom et al., 2007), s’han publicat estudis sobre els indicis de la formacié de
micotoxines durant el procés de compostatge com a conseqiéncia de la quantitat de

fongs que s’hi desenvolupen.
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L’estudi dels fongs que es poden desenvolupar durant el compostatge i la seva
possible produccio de toxines es considera d’interés per a la salut, aixd fa que I'estudi
d’aquest fet sigui important. La preséncia de toxines resulta doblement preocupant per
I'efecte que podrien tenir tant durant la produccié del compost en plantes depuradores,

com durant la seva aplicacido com a adob en agricultura o en jardineria.

A part de la ingesta, existeixen altres fonts de contaminacié per micotoxines, com per
exemple la inhalaci6 de pols de gra contaminat amb micotoxines. Com que les
micotoxines no son substancies volatils, només existeix 'exposicié per inhalacié quan

passen a l'aire part dels fongs o per part de les espores d’aquests.

Sobre la intoxicacio per inhalacié de micotoxines, se’n troben pocs casos definits. Un
dels més rellevants es va donar a l'interior d’'una casa on es van trobar nivells elevats
de toxines (Previdi et al., 1986). Per comprovar-ho, es van prendre mostres de l'aire de
'ambient que van revelar nivells elevats de nombroses espores fungiques no habituals
en edificis. També es van aillar del material procedent de sostre i dels conductes de

I'aire, micotoxines altament toxiques.

Un altre cas d’intoxicacié per inhalacid6 de micotoxines és el dels treballadors d’'una
fabrica de coté al sud de Russia, i el cas d’uns grangers que treballaven amb fenc florit
(Croft et al., 1986).

L’estudi sobre I'exposicio d’aire contaminat per aflatoxines s’ha centrat en grangers i
altres treballadors agricoles. S’han analitzat mostres de la recol-leccid, del trasllat en

cintes transportadores, de 'emmagatzematge i de la pols del gra de blat contaminat.

Els resultats obtinguts van demostrar I'existéncia del perill d’inhalar aflatoxines en la
pols. A causa de la seva alta toxicitat, es van suggerir mesures de proteccié per als
treballadors (Gregg et al., 2001). Un altre camp on preocupa I'exposicio a la inhalacié
d’aire contaminat per aflatoxines i/o ocratoxina A és en les plantes de depuracio
d’aiglies urbanes. En el procés de compostatge del fang de depuradora es creu que

s’hi poden desenvolupar diferents géneres de fongs i produir toxines.
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Per tot el que s’ha plantejat fins ara, la present Tesi doctoral es pregunta si els fangs
de depuradora, fins i tot compostats, es poden seguir aprofitant en I'agricultura com

s’ha fet durant tots aquests anys ja que:

1.- Existeix la possibilitat que un fong productor de micotoxines pugui intervenir en el
procés de compostatge i produir les toxines estudiades, causant aixi efectes
perjudicials pels treballadors de les plantes de compostatge. Els treballadors podrien
inhalar les micotoxines a través de la pols, de particules i de les espores fungiques.
Aquesta via de contaminacioé també es podria donar en persones que manipulessin el

compost contaminat.

2.-Les micotoxines s’han controlat en aliments, perd actualment es planteja una altra
via de contaminacié que seria a través del compost. Aquest fet es podria donar perque
el compost s’utilitza com a adob en agricultura. Per tant, si 'adob conté les toxines,
aquestes podrien arribar a les plantes i, a través de la cadena trofica, a I'ésser huma.
(Déportes, et al., 1997).

En consequeéncia, els objectius generals de la present tesi doctoral sén:

1.-Determinar si el procés de compostatge permet la produccié de les aflatoxines i
'OTA.

2.- Comprovar si el compost és un substrat adequat per a la produccio d’aflatoxines.

| els objectius especifics:

Aillar i identificar els microfongs presents en les diferents etapes de produccio del
compost en les plantes de compostatge de Blanes i de Manresa, i estudiar la capacitat
micotoxigénica dels fongs Aspergillus i Penicillium aillats, mitjangant meétodes

cromatografics.

Aillar i identificar els microfongs presents en diferents tipus de compost procedent de
residu solid urba, procedent de femta de cavall i procedent de restes de deixalles
casolanes, i estudiar la capacitat micotoxigénica dels fongs Aspergillus i Penicillium

aillats, mitjangant métodes cromatografics.
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Determinar el solvent d’extraccio de les aflatoxines B4, B,, G4, G, i de I'ocratoxina A en

compost, mitjangant una variacié del métode de la FDA.

Comprovar la produccié d’aflatoxines B4, B,, Gy, G, i d’ocratoxina A a partir de les
soques Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus ochraceus CECT 2948 sobre
diferents substrats, arrds i compost.

Comprovar la capacitat micotoxigénica d’'una soca sembrada primer sobre compost i

després sembrada sobre arros.

Estudiar la influéncia de la proporcio arros-compost en la produccido de toxines

produides pel fong Asperqillus parasiticus CECT 2681.

Estudiar la quantificacié de toxines en arros per UHPLC-UV i HPLC-DAD-MS per part

de la soca de control Aspergillus parasiticus CECT 2681.
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2. 1. Fangs de depuradores urbanes.

Avui en dia, el problema de depuracié de les aigles residuals es troba practicament
solucionat ja que existeixen técniques de tractament destinades a obtenir uns afluents
que es puguin abocar al medi natural sense que perjudiquin la salut dels animals i de les
plantes. Sens dubte, pero, no es pot parlar de depuracié d’aiglies sense tenir en compte
els seus principals residus, els fangs de depuradora, ja que aquests s’han de gestionar de
manera correcta per evitar problemes d’olors i de volum, a I'hora de ser transportats
(Spinosa i Vesilind, 2001).

Els fangs de depuradora son un material heterogeni que es genera durant els processos
de depuracié d’aigies residuals. La seva composiciéo depén no només de l'origen de les
aigues, sind també de la tecnica de depuracio d’aquestes, i del tractament que s’efectua al

fang.

La problematica d’aquests biosolids radica en el volum que se’n genera. Només a
Catalunya, es preveu que I'any 2014 es produeixin 160.000 tones de fangs com a matéria
seca (MS), un 5 % més que l'any 2007, de les quals un 43,7 % corresponen a les
depuradores del Besos i d’El Prat de Llobregat (ACA, 2006).

A aquest volum de biosolids se’ls ha de donar un desti. Les dues possibilitats més
contemplades soén: dipositar-los en abocadors controlats, o bé realitzar amb ells
posttractaments (compostatge o assecat térmic) que permetin basicament dues coses: la
primera, obtenir nous residus revaloritzats destinats a finalitats agricoles; i la segona, per
a la recuperacio de terrenys degradats. Si no s’utilitzen per a aquestes finalitats, es poden
dipositar en abocadors, o incinerar-los (aquesta darrera, tanmateix, pot comportar

problemes i un cert rebuig social).
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2.1.1. Generacio dels fangs de depuradora.

Els fangs de depuradora sén un producte secundari resultant de la depuracié de les
aigues residuals. Els fangs s’obtenen a les Estacions Depuradores d’aigiies Residuals
(EDAR) després de la successié de tractaments primaris i secundari, que s’efectuen sobre
les aiglies residuals. Cada un dels processos consta de diferents operacions tal i com es

mostra a la Figura 2.1. i com es descriu a continuacio:

Pretractament, adequa les aigles residuals entrants a 'EDAR per a poder efectuar els
tractaments posteriors. Es duen a terme un seguit d’'operacions fisiques i mecaniques que
permeten I'eliminacid d’objectes pesants, grava i greixos. Seguidament es realitza una
posterior neutralitzacié per assegurar que els tractaments que segueixen tinguin el pH
necessari per funcionar. També s’ha de tenir en compte que les condicions siguin
aerodbiques mitjangant un procés d’introduccid d’aire. Els solids obtinguts després de la

sequéncia d’operacions no son considerats fangs i es recullen a part dels mateixos.

Tractament primari, aquest és un tractament que no es realitza sempre, és un procés de
depuracié fisico-quimica de les aiglies que procedeixen del pretractament. Per aconseguir
un bon resultat es tracta de separar la matéria organica present a l'aigua mitjangant
I'adicié de substancies coagulants que propicien la floculacié d’aquesta. Aquests floculs
sedimenten al fons o bé es troben a la superficie després d’haver- se unit a les petites
bombolles d’aire que s’injecten dins el tanc de tractament primari. A mesura que es
produeixi la sedimentacio i flotacié del material, aquest es va retirant i constitueix el que

s’anomena fang primari.

Tractament secundari, sotmet les aigles del tractament primari a un tractament bioldgic
per descompondre una part de la matéria organica que contenen. Per fer-ho s’utilitzen
microorganismes que es nodreixen de la matéria organica per a créixer. Les bactéries en
questié poden actuar en condicions aerdbiques i anaerobiques per la qual cosa pot ser
necessari l'airejament forgat en el primer cas. Ambdues situacions produeixen grans
floculs de matéria en descomposicid que son retirats a tancs de sedimentacié. Es
d’aquesta manera que es generen els fangs secundaris que juntament amb els primaris

formen els anomenats fangs mixtos altrament anomenats fangs de depuradora.
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Com a consequéncia del seu gran volum i del seu potencial toxic, no sén aprofitables
directament.

L’aigua resultant pot ser retornada al medi natural o bé reutilitzada. Es per aquest fet que
algunes EDAR realitzen el tractament terciari.

Tractament terciari o avancgat s’anomenen d’aquesta manera tant els tractaments
emprats per a leliminacié dels nutrients presents a laigua, com els d’afinament.

L’eliminaci6 dels nutrients (nitrogen i fosfor) pot ser biologica o fisicoquimica.

L’eliminacié bioldgica de nitrogen es duu a terme via nitrificacid-desnitrificacié, aquesta

opcio és ampliament utilitzada per a I'eliminacié de 'amoni present a les aigles residuals.

La nitrificacié és un procés aerobi i la duen a terme bacteris nitrificants autotrofs, aquests
oxiden I'amoni a nitrit i seguidament el nitrit a nitrat gracies a la preséncia d’oxigen dissolt.
Posteriorment el nitrit i/o nitrat es redueixen a nitrogen gas, que s’allibera a I'atmosfera.

El procés anodxic de desnitrificacio, es dut a terme per bacteris heterotrofs desnitrificants

que utilitzen com a font d’electrons la matéria organica.

El procés d’eliminacié de fosfor en una EDAR, és lleugerament diferent, es pot fer
biologicament mitjangant organismes acumuladors de polifosfats (PAO, de Il'anglés
Phosphorus Acumulator Organisms) o fisicament i quimica gracies a I'addicié de diferents
reactius quimics que, al formar precipitats juntament amb el fosfor, provoquen la
disminucié d’aquest en l'efluent de sortida. Tradicionalment, els agents quimics més
emprats en el camp de la desfosfatacié han estat el sulfat d’alumini (Aly(SO,)s), el clorur
férric (FeCly) i el policlorur d’alumini (PAC) (Dapena-Mora et al., 2006).

El procés d’eliminacié bioldgica de fosfor requereix I'alternanga de condicions anaerobies i
aerobies per afavorir el desenvolupament dels organismes acumuladors de fosfor.
Aquests organismes son capacgos d’assimilar fosfor en quantitats superiors als requisits
nutricionals, el que permet com en el cas anterior, efluents amb baixes concentracions

d’aquest element.
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Els bacteris PAO en condicions anaerdbies capten acids grassos volatils (AGV)
especialment acetat (Marais et al., 1983; Comeau et al., 1986) i ho emmagatzemen de

forma intracel-lular.

En condicions aerdbies, els bacteris PAO utilitzen el substrat emmagatzemat com a font
d’energia i de carboni pel seu propi creixement i per acumular fosfor intracel-lular en
quantitats majors a les obtingudes en condicions anaerodbies, recuperant d’aquesta forma
les seves reserves de polifosfat i donant lloc a una eliminacié neta (Dapena-Mora et al.,
2006).

El fosfor surt del sistema amb la purga del fang que es realitza després de I'etapa aerobia.
Aquest procés ciclic permet una eliminacié de fosfor superior a la deguda Unicament a la

sintesi cel-lular dels bacteris heterotrofs no acumuladors.

Els tractaments terciaris, com ja s’ha comentat, també es refereixen als processos de
desinfeccio per a eliminar microorganismes patdgens de l'aigua, o altres tractaments
posteriors per a afavorir la reutilitzacid de l'aigua depurada per a usos secundaris
(agricoles, de procés, etc.). Aixi, hi ha diversos tractaments segons I'objectiu, pero el més
habitual és el de la higienitzacié destinada a eliminar la preséncia de virus i gérmens de

l'aigua (cloracié, lampades UV, etc.).

Existeixen diferents factors que poden fer variar les caracteristiques i les qualitats dels
fangs, com per exemple, la composicio de les aigles residuals, el tipus de tractament
utilitzat per a tractar els fangs i en una mateixa EDAR, les caracteristiques dels fangs
poden variar anualment, segons l'estacio de l'any i inclus diariament segons les

caracteristiques de les aiglies entrants (www.epa.gov).
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Pretractament
. Tractament primari
SRe|xes Coagulacié
Aiglies N eda.ssos. . Floculacio
residuals i eutraht;acp . Decantacié
Homogemt;amo Flotacié
Desengreixar
Desengravar 1
Aireacio :
Air-stripping l
Tractament Secundari |
Fangs activats :
Bacteris !
Alaua Tractament terciari Tractament anaerdbic |
g Altres :
Depurada Eliminacié de nutrients [
Tecnologia de ‘
membranes
Intercanvi idnic Fang de depuradora
Filtracio
Adsorcié(carbo actiu)
0Oz6 o Clor
Ultraviolada

Figura 2.1. Sequéncia de tractaments que reben les aigles

2.1.2. Tractament dels fangs de depuradora.

Els tractaments que es realitzen als fangs sén basicament per complir els requeriments de
proteccio de la salut humana, la dels animals, 'ambiental, per facilitar la seva manipulacio
i per reduir les despeses de transport. La proteccié cap a la salut humana i ambiental es
realitza efectuant un seguit de controls sobre uns parametres establerts per la legislacio
com poden ser la concentracié de metalls pesants i la carrega de microorganismes. Les
millores pel que fa al transport i a la manipulacié s’aconsegueixen en la seva major part
reduint el contingut en aigua i el volum de solids que s’obtenen en el tractament dels
fangs.

A la Figura 2.2. es mostra 'esquema del procés de tractament dels fangs de depuradora

per transformar-se en fang deshidratat i també els seus tractaments posteriors.

11
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Les etapes més habituals per les que passen els fangs de depuradora en el seu

tractament, son les que es descriuen a continuacio:

e Concentracio, etapa que consisteix en eliminar el maxim d’aigua possible dels
fangs i homogeneitzar-los. Es pot realitzar mitjancant una decantacié o bé netejant
el fang amb aigua clara i fent-la circular continuament (elutriacié). D’aquesta
manera, s’aconsegueix homogeneitzar el fang i augmentar la concentracio de

soOlids des de I'1% a un 3-8% en pes.

o Estabilitzacio, I'objectiu principal d’aquesta etapa és disminuir el contingut de la
matéria organica present dins dels fangs. Es pot dur a terme de manera aerdbica o
bé anaerobica. La digestié aerdbica es basa en la respiraci6 endogena dels
microorganismes, que al no haver-hi aportacié externa de nutrients, han de
consumir els propis fangs. Aquesta digestid es realitza en cubes obertes a 20°C
durant 15 dies. S’aconsegueix una disminucio del 30 al 40% en pes de matéria
organica. La digestié anaerobica es basa en un procés fermentatiu en un medi
on la concentracié d’oxigen és baixa o nul-la, la matéria organica es descompon
en compostos més simples que serveixen d’aliment als arqueus metanogénics
(molt sensibles al pH i a la temperatura), aquestes en una segona fase,
converteixen aquests compostos en dioxid de carboni i meta, el qual pot ser

recuperat i utilitzat per generar energia.

La digestio anaerdbica es realitza a 35°C (mesofilica) i també pot dur-se a terme a
temperatures de més de 55°C (termofilica) si es vol reduir encara més els solids i
el contingut en patdgens. La digestiéo anaerobica és el procés d’estabilitzacio més
corrent i aplicat en més del 50% de fangs produits a Europa (Thornton i Herrero
,2010). Aqueta digestié és habitual a les plantes de tractament grans, pel seu
potencial a I'hora d’obtenir meta. Entre els seus avantatges es troben el seu baix

cost energétic (Suh i Rousseaux, 2002) i la forta reduccio del volum final de fangs.
e Deshidratacid, aquesta etapa esta destinada a eliminar bona part de 'aigua dels

fangs, ja que aquests tenen encara una consisténcia liquida. Durant aquesta

etapa, els fangs son condicionats i espessits.
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El primer procés es realitza mitjangant I'adicié6 de compostos quimics (clorur de
ferro, calg o polimers) que faciliten 'agregacio de les particules petites en altres de
més grans. L’espessiment elimina part de l'aigua unida a les particules. Els
meétodes més habituals son sistemes mecanics (mitjangant filtres de buit, premses
i o centrifugues). Al final del procés, s’obté un material amb un contingut en

materia seca d’entre el 20-45 %.

La deshidratacid és un procés necessari abans de qualsevol posttractament
(assecat térmic, compostatge) o Us (incineracio, aplicacié a sols). Cal destacar que
per a la incineracio, el fang ha d’haver estat assecat préviament.

La deshidratacié facilita la manipulacié dels fangs ja que converteix un material
liquid en un solid pastdés. D’aquesta manera es redueixen les despeses de

transport com a consequéncia de la disminucio de pes i volum.
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Fang de Depuradora
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Concentracio

(eliminaci6 d’aigua)
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Digestio anaerobica
Estabilitzacié quimica
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Filtre premsa
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M.S. Fang 0,6 - 2 %

M.S. Fang 1 — 3.8 %

Reduccié matéria
organica 30-40 %
Inhibicio reaccions
biologiques

M.S. Fang 20 - 45 %

Fang Deshidratat

Assecat
Fang assecat térmic

!

M.S. Fang 80 — 90 %

Compostatge
Compost

.

M.S. Fang 60 — 70 %

Figura 2.2. Tractament i posttractament del fang de depuradora (M. S: Materia Seca)
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2.1.3. Posttractament dels fangs de depuradora.

Com a consequéncia de I'olor que desprenen i a la seva estructura pastosa, els fangs de
depuradora solen rebre majoritariament un posttractament a les mateixes EDAR. Els
posttractaments poden ser els seglents: Compostatge i o Assecament teérmic. Ambdos
tenen com a objectiu principal aconseguir una millor aplicacié i manipulacié dels fangs

disminuint-ne el volum i eliminant-ne les olors.

Aquests dos tipus de posttractaments, s’apliquen sobre el fang deshidratat i originen dos
tipus de subproductes (fang assecat térmicament i compost) que contenen menys
quantitat d’aigua i alhora és redueixen els costos de transport. En segon lloc, I'aspecte
visual del producte millora respecte el fang deshidratat ja que el color que tenen és
semblant al de la terra. Aquest fet, junt amb la disminucié de I'olor que es desprén fa que

no existeixi el rebuig social que produia 'aplicacié directa del fang.

2.1.3.1. Assecament térmic.

L’assecat térmic és una operacio fisica que afavoreix I'estabilitzacio del fang destruint els
patdbgens i eliminant el contingut en aigua, quedant per sota del 10%
(www.enviroconsult.fr). La realitzacié d’aquest procés necessita temperatures elevades
que s’aconsegueixen gracies a tecnologies que aprofiten el calor i els gasos produits

durant la digestio anaerobica dels fangs deshidratats, utilitzant-los com a combustible.

L’estabilitzacié que produeix 'assecament térmic permet la disminucié de les males olors,
'emmagatzemament del fang durant llargs periodes de temps, també la seva valoracio

com a fertilitzant i com a combustible ecologic.

Durant el procés d’assecament térmic, €s duu a terme la pérdua de quatre tipus d’aigua
possibles: lliure, capil-lar, intracel-lular i molecular. L’aigua lliure s’elimina per
sedimentacié o bé per centrifugacio en el procés d’assecament igual que la capil-lar.

La intracel-lular i la molecular requereixen molta més energia que les anteriors per ser

eliminades, al final del procés, el producte sec conté entre un 1 — 3 % d’aigua.
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2.1.3.2. Compostatge dels fangs de depuradora.

El procés de compostatge consisteix en la descomposicid de la matéria organica en
preséncia d'oxigen (fang deshidratat + agent estructural), causada per l'accido de
microorganismes que descomponen els residus organics. Aquest procés exotermic

genera aigua, dioxid de carboni, residu i compost.

El compost utilitzat com a adob organomineral pot millorar la fertilitat del sol, és per aixo
que segons les caracteristiques que tingui, les plantes sembrades que creixin sobre el sol,
disposaran dels elements nutritius que necessitin per desenvolupar-se, aixi mateix les
seves arrels, tindran unes condicions de desenvolupament favorables: bona circulacié de
l'aire, aigua i la preséncia de microorganismes. La disponibilitat d’elements minerals i
d’aigua depén basicament de dos factors: el primer factor fa referéncia a la capacitat que
té el complex argilo humic (associacié d’argiles i de materia organica) d’emmagatzemar i
alliberar aigua, nitrogen i minerals (calci, potassi, fosfor, ferro, oligoelements), el segon
factor del qual depén, és de l'activitat dels microorganismes del sol (bacteris i fongs) que

transformen la matéria organica en elements assimilables per la planta.

Perqué es doni l'existencia d’'un complex argilo humic equilibrat (en relacio amb les
necessitats de les plantes) i de microorganismes actius i diversificats, s’han de donar les
condicions seguents:
e Una circulacié d’'aire i d’aigua satisfactoria per aconseguir una estructura
adequada.
e Un nivell de matéria organica elevat.
e |’abséncia o la preséncia limitada d’elements toxics per a les arrels i els
microorganismes (fungicides, metalls pesants, sals).
e |’abséncia d’escolament o d’erosio ja que aixd s’endu els elements com
argiles i matéries organiques constituents del complex argilo humic
ocasionant la destruccio de I'estructura del sol: fendbmens d’encrostament,

compactacio, caréncies i asfixies.
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El procés de compostatge comenga amb la preparacié de la mescla entre fangs
deshidratats i un agent estructurant (com encenalls de fusta, restes de poda, pellofes
d’arrds, palla, etc.) que ddéna la porositat necessaria per mantenir les condicions
aerobiques durant el temps que dura el compostatge a la vegada que disminueix el
contingut en humitat dels fangs per absorcid d’aigua. També déna una relacid C/N

adequada.

Seguidament té lloc la primera fase del compostatge que dura entre dues i tres
setmanes. Aquest procés és pot realitzar de tres maneres diferents, en pila, en pila
estatica airejada i en tunel. En el primer dels cassos, la mescla és col-loca en piles de
forma allargada i exposades a laire. Les piles es remouen amb una voltejadora per
assegurar I'entrada d’oxigen dins la mescla, controlar que la humitat no disminueixi en

excés i que la temperatura arribi als 55°C en tota la pila, per aixi destruir els patdgens.

Les piles estatiques airejades son de forma rectangular, I'aire hi és injectat a partir de tubs
perforats a la base de la pila. En ultim cas, en el compostatge dins del tunel, els nivells
d’oxigen poden ser estrictament controlats. També permet el control de la velocitat del

procés i de I'entrada i sortida de I'aire, aixi es tracten i s’eliminen els mals olors.

En aquesta fase del compostatge, la descomposicié de la materia organica és funcio de
la temperatura. A linici del compostatge, (periode mesofilic), la matéeria organica esta a
temperatura ambient i els microorganismes mesofils es multipliquen rapidament. Com a
consequéncia de l'activitat metabolica, la temperatura s’eleva i es formen acids organics
que fan disminuir el pH. Quan s’arriba a una temperatura de 40°C (periode termofil), els
microorganismes termofils actuen transformant el nitrogen en amoniac i el pH del medi es
fa alcali. A partir dels 60°C aquests fongs termofils desapareixen i es desenvolupen les

bactéries esporigens i els actinomicets.

Aquests organismes s’encarreguen de descompondre les ceres, proteines i
hemicel-luloses. Al final d’aquesta fase la temperatura comenga a baixar (periode de
refredament). Quan la temperatura és menor de 60°C, reapareixen els fongs termofils que
envaeixen el compost i destrueixen la cel-lulosa. Al baixar de 40°C els mesofils també

reincideixen en la seva activitat i el pH del medi disminueix lleugerament.
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Acabada aquesta primera fase del compostatge, comencga I'etapa de maduracié . La
mescla compostada es trasllada a uns departaments exteriors on hi romandra tres mesos
en forma de pila, a temperatura ambient. Mitjangant accié mecanica es fa voltar la mescla
i la humitat es controla a través de I'adicié d’aigua quan és necessari.

En aquesta fase tindra lloc una descomposicié lenta on es produiran reaccions

secundaries de condensacio i polimeritzacié de I’ humus.

Al final del procés de compostatge, el volum del fang pot haver arribat a reduccions del
50% en volum i fins un 40% en pes.

Contrariament pero, la concentracio de la matéria organica en contaminants que no siguin
biodegradables haura augmentat com a consequéncia de la falta de degradacié a
expenses de la disminucié de la matéria en la qual es troben. Es per aixd que és important
coneixer la qualitat del fang de partida ja que la qualitat del compost disminuira com més
contaminants contingui i com més toxics siguin. Si la qualitat del compost és 'adequada,
aquest presentara molts avantatges sobre el fang deshidratat per a poder ser aplicat al
sol.

2.1.3.3. Compostatge casola.

La fraccié organica de les escombraries esta constituida per aquell conjunt de materials
residuals que tenen el seu origen en els éssers vius, tant animals com vegetals, pells de
fruites, restes de verdures, despulles animals, aliments que s’han fet malbé, restes de

menjar no consumit, esporgues, fulles i flors seques, etc.

La xarxa europea de compostatge (European Compost Network) recomana sempre que
sigui possible que cadascu es faci el seu propi compost. Si no és possible, com més

propera sigui la planta de compostatge millor.

El compostatge casola és un procés simple que mitjangant un senzill aprenentatge es pot
realitzar al mateix lloc on s’ha generat la matéria organica. El que es necessita és un
espai amb soOl natural, si pot ser a 'ombra o bé un recipient especial anomenat

compostador.
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Un compostador té els segients avantatges: les temperatures altes es mantenen millor i
aixi el procés pot desenvolupar-se més rapidament, també redueix notablement les
pérdues d’humitat.

La primera capa de la pila ha de ser de restes vegetals, per facilitar que I'aire pugui
circular per la pila. A partir d’'aqui es poden anar fent capes a mesura que es generin

residus organics, intercalant les capes de matéria organica amb capes de restes vegetals.

Periodicament cal remoure, per assegurar que el procés tingui I'oxigen suficient. Si el
material fa olor o esta massa sec, s’ha de voltejar més sovint en el primer cas o humectar

en el segon.

En aquest procés de compostatge, igual com en I'esmentat a I'apartat 2.1.3.2, son
essencials els microorganismes com els fongs i bacteris, per tant, tots aquells factors que

puguin limitar-ne la vida i desenvolupament ho seran també del procés.

2.1.3.4. Compostatge organic procedent de fems de cavall.

En l'actualitat, la gesti® de les explotacions ramaderes, requereix assumir criteris,
mediambientals pel que fa als excrements dels animals. L’aprofitament del residu dels
excrements per transformar-lo en un producte de valor afegit (compost), en aplicacions
agricoles, es presenta com una alternativa des de el punt de vista ambiental i econdmic,
pel reduit cost de les instal-lacions necessaries i relativa senzillesa del tractament.

A més, la valoritzacié que les explotacions agraries fan dels excrements permet reduir

l'impacte negatiu d'aquests residus sobre el medi ambient.

El compostatge de fems de cavall, tracta conjuntament els fems provinents de la
ramaderia amb els restes de poda i palla de lagricultura, aquests ultims elements
s’utilitzen com estructurants per al procés de compostatge. Els agents estructurants
proporcionen la porositat necessaria per tal de dur a terme el procés de compostatge.
(Arco i Romanya, 2012).
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2.1.3.5. Compostatge procedent de Residu Solid Urba organic (CESPA).

A Catalunya es produeixen cada any meés de 30 milions de tones de residus de diferents
tipus, relacionats amb les diferents activitats que s'hi desenvolupen: la mineria, I'explotacio
forestal i agricola, les industries, la construccio, la depuracié d’aigles, els serveis, o
senzillament, la vida quotidiana de qualsevol persona. Els Residus Solida Urbans son
aquells que es generen en domicilis particulars, comercgos, oficines i serveis, aixi com el
residu que no tingui la qualificacio de perillés i que per la seva naturalesa o composicié
pot assimilar-se al produit en els llocs o activitats anteriors (neteja de la via publica, zones
verdes, animals doméstics morts, residus i runes procedents d'obres menors de la

construccié. (Mancomunitat la Plana, 2006).
Dins dels residus solids urbans s’hi inclouen els residus solids urbans organics, aquests
provenen dels fangs de les depuradores d’aiglies residuals i de la fraccié organica de les

escombraries.

Existeixen moltes formes de tractar els residus solids urbans organics i el compostatge

n’'és una.
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2.1.3.6. Factors que condicionen el procés de compostatge.

L’accio de la descomposicié de qualsevol dels tipus de compost que s’ han esmentat en

els apartats anteriors recau sobre I'activitat dels microorganismes que I' utilitzen com a

substrat. Per tal qué els microorganismes realitzin aquestes funcions, és necessiten unes

condicions de temperatura, humitat i oxigenacié Optimes. Els grups principals de

microorganismes que intervenen en aquesta descomposicid son els bacteris, destacant

els actinomicets, i els fongs.

Els factors més importants per a poder realitzar el procés soén:

Temperatura: Les temperatures optimes per eliminar alguns patogens, parasits i
llavors de males herbes es troben dins l'interval de 35-55°C. A temperatures més
elevades, els microorganismes que interessen per la degradacid es moren i
d’altres no actuen. Si s’assoleixen temperatures majors a 60°C o més, l'activitat

microbiana es pot inhibir o fins i tot aturar.

En aquest cas, el refredament posterior podria permetre de nou la proliferacié de

microorganismes. Durant el procés de compostatge la proporcié de microorganismes i

la temperatura evolucionen amb el temps tal com es mostra a la Figura 2.3.

Humitat: Durant el procés de compostatge és important que la humitat se situi
entre un 40-60%. Si el contingut en humitat és major, 'aigua ocupara tots els porus
i el procés es tornara anaerobic, es a dir, es produira una putrefaccioé de la matéria
organica. Si la humitat es baixa, 'activitat dels microorganismes és més lenta i, per

tant, el procés de compostatge s’alenteix.

pH: El pH neutre o bé proxim a aquest assegura el desenvolupament dels
processos fisiologics bacterians. Valors de pH inferiors, inhibeixen aquest
desenvolupament. Els valors majors de 8 inhibeixen el creixement causant la
precipitacid de nutrients essencials en el medi, de forma que no sén accessibles

pels microorganismes.
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Oxigen: La presencia d’aquest element és necessari en el procés de compostatge
ja que aquest és aerobic. La quantitat d’oxigen dependra del material, textura,
humitat, etc.

Relacié C/N equilibrada: Per obtenir un compost de qualitat és necessari que la
relacié carboni/nitrogen sigui equilibrada ja que aquests dos elements sén els
principals constituents de la matéria organica. La relacié C/N adequada és de 25-

35/ 1, aquesta variara en funcié de la materia primera.

Una relacié C/N molt elevada, disminueix l'activitat biologica. Una C/N molt baixa
no afecta el procés de compostatge, perdent I'excés de Nitrogen en forma
d’amoniac. Els materials rics en carboni i pobres en nitrogen sén la palla, les
fulles, les branques d’arbres, entre d’altres. Els rics en carboni i pobres en
nitrogen son els vegetals joves, els excrements dels animals i els residus dels I

escorxadors.

En resum, les condicions optimes per dur a terme un bon procés de compostatge sén les
seguents:Humitat: 45-55%, temperatura: 45-60°C, oxigen: 15-21% i relacié C/N: 25-35/ 1.

Fase de descomposicio . Fase final
maduracio

Figura 2.3. Evoluci6 de la temperatura i la proporcié de microorganismes al llarg d’'un procés de
compostatge. Font:Guia del compostatge dels recursos organics produits a les llars, 2006.
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2.2. Origen de les aflatoxines i ocratoxines.

Les aflatoxines van ser descobertes I'any 1960 quan més de cent mil galls dindis
d’Anglaterra van morir a causa de la ingestié de farina de cacauet en mal estat. Aquesta
farina era procedent del Brasil i estava contaminada amb fongs, concretament amb

Aspergillus flavus (Lancaster et al, 1961).

Per tal de demostrar que les aflatoxines produides per Aspergillus flavus eren la causa de
la mort dels indiots, es va procedir a cultivar Aspergillus flavus sobre farina de cacauet. Un
cop el fong s’ havia desenvolupat, es va procedir a realitzar una extraccié dels metabdlits

formats amb cloroform.

L‘extracte cloroformic obtingut, va ser dispensat a diferents animals, comprovant-se que
provocava la malaltia. Es va demostrar també que I'extracte produia una taca fluorescent

blava al ser observada en paper cromatografic sota llum UV (Sargeant et al., 1961).

Posteriorment, es va veure que la taca blava al ser cromatografiada sobre una placa de
silica gel i observada sota la llum UV es dividia en quatre subtaques, dues de les quals
representaven una fluorescéncia verda (green) que es van designar amb els noms
d’'aflatoxina G; i G, i, les altres dues es van designar com aflatoxina By i B, ja que

mostraven una fluorescéncia blava (blue) (Nesbitt et al., 1962).

La paraula aflatoxina prové del mot anglés aflatoxins i és un acronim d’Aspergillus flavus

toxins.

Les ocratoxines van ser aillades per primera vegada de I'Aspergillus ochraceus I'any 1965
fruit d’ un estudi de laboratori de fongs toxigénics aillats de cereals i llegums de Sud Africa
(van der Merwe, 1965a).

Es van detectar tres toxines, la més abundant de les quals és I'Ocratoxina A, i les dues
restants, menys abundants i de menor toxicitat designades com a Ocratoxina B i C (van
der Merwe, 1965Db).
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Al cap dels anys, concretament I'any 1956, es va relacionar I'Ocratoxina A amb I'aparicié
d'una greu nefropatia endémica a la regid dels balcans, (Bulgaria, Romania i la
desapareguda lugoslavia) atribuida al consum de carns fumades que havien estat

emmagatzemades en males condicions.

L’origen de la paraula ocratoxina esta en el color ocre desenvolupat pel fong productor de

toxina.

La legislacié de micotoxines en aliments destinats al consum huma és molt estricta,
establint un maxim de 10 ug/Kg de la suma de les aflatoxines B1, B2, G1,G2 i un
contingut maxim en B1 de 5 ug/kg (Real Decreto 475/1988, de 13 de Mayo de 1988) en
canvi el seu contingut en compost no esta legislat. Per altra banda, quan s’evalua la
qualitat ambiental d’'un compost tampoc no es consideren les ufc fungiques. Tanmateix si
que es consideren les ufc bacterianes de coliformes totals i fecals, E.coli, Enterococus,

Clostridium i Enterobacteries en general. (Breure, 2004).
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2.2.1. Naturalesa i propietats quimiques de les aflatoxines.

Les aflatoxines formen part d’'una familia de compostos derivats de la difuranocumarina.
Se n’han descrit fins al moment 16 tipus, de les quals les més freqlients en aliments sén
I'aflatoxina B4 (AFB,), aflatoxina G4 (AFG,), aflatoxina B, (AFB,) i aflatoxina G, (AFG;). A

continuacié és mostra I'estructura quimica de les aflatoxines més comuns (Figura 2.4).

_CH,

O 0
Aflatoxina B Aflatoxina G4

o—CH,

Aflatoxina B, Aflatoxina G,

Figura 2.4. Estructura quimica de les aflatoxines B4, G4, B;, G»

Les aflatoxines B i B, al ser ingerides per animals productors de llet, son metabolitzades
per enzims hepatics de l'organisme que provoquen una hidroxilacié per produir les
respectives aflatoxines My (AFM,) i M, (AFM,) (Figura 2.5). Si el bestiar consumeix pinso
contaminat amb aflatoxines, aquestes son eliminades a través de la llet i persisteixen en

els productes lactics derivats (de longh et al., 1964).
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La quantitat d’aflatoxina M, biosintetitzada es proporcional a la quantitat de toxina B
ingerida. La taxa de conversié de 'AFB; en AFM; oscil-la entre 0.4 i el 3% segons
diversos autors, encara que generalment s’accepta una taxa mitjana proxima a '1%
(Stolff, 1980).

Aflatoxina M, Aflatoxina M,

Figura 2.5. Estructura quimica de les aflatoxines M4 i M,
2.2.2. Naturalesa i propietats quimiques de les ocratoxines.

Les ocratoxines formen una familia de compostos més reduida que la de les aflatoxines,
esta formada per les ocratoxines A, B, C. La més toxica és I'ocratoxina A (OTA), d’aqui
l'interés que ha despertat la seva determinacio en els darrers anys.

La molécula d’OTA conté una porcié d’isocumari lligat a través d’'un grup carboxilic a la

L-fenilalanina mitjangant un enllag amido (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Estructura quimica de I'ocratoxina A.
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L’ocratoxina B és I'analeg declorat, I'ocratoxina C és I'analeg éster metilic. La hidrdlisis de
les ocratoxines dona I'acid carboxilic d'isocumari (ocratoxina a) i el seu analeg declorat

(Ocratoxina B), els quals no sén toxics (Kuiper-Goodman i Scout, 1989) (Figura 2.7).

H,C

B

OH (@)
N @]
H 0 H
CH,
CHs Cl

Ocratoxina B Ocratoxina C
O OH O O OH O
HO O HO @]
CH3 CH3
Cl H
Ocratoxina a Ocratoxina 3

Figura 2.7. Estructura quimica de les ocratoxines B, C, ai B.
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2.3. Fongs productors de toxines.

Des de la segona meitat del segle 20 es tenen evidéncies que alguns fongs habituals en
'ambient poden elaborar les aflatoxines. L’any 1891 a Japd, Sakaki, va demostrar que
I'extracte d’etanol procedent del fong que contaminava I'arrds, anomenat “arros groc’,
resultava letal per als gossos, porcs i conills, ja que se’ls paralitzava el sistema nervios
central (Ueno i Ueno, 1972). Com a consequéncia d’aquest fet, la venda d’arros es va

prohibir al Japo I'any 1910.

L’any 1913, es va demostrar que un extracte de Penicillum puberulum aillat de blat florit
procedent de Nebraska, era toxic si s’administrava a animals en una concentracio de 200
a 300 mg/Kg de pes corporal (Alsberg i Black, 1913); es va convertir doncs en la primera

evidéncia del cultiu de fongs sobre un medi de cultiu, en aquest cas l'arros.

2.3.1. Génere Aspergillus.

Aspergillus és un génere de fong que compta amb una gran varietat d’espécies fungiques
capaces de produir una gran diversitat de micotoxines. En els darrers anys els estudis
s’han centrat en la produccié de les aflatoxines. Les diferents espécies d’Aspergillus han
despertat interés bé per la seva capacitat de produir metabdlits toxics, pel paper que
juguen amb la fermentacié de productes orientals, o per la seva aplicacié industrial per la
produccié d’acids organics i/o enzims. L’existéncia d’espécies d’Asperqgillus toxigéniques

implica que sigui de vital importancia la seva correcta identificacio.

2.3.1.1. Taxonomia del génere Aspergillus.

El génere Aspergillus conté més de 100 espécies reconegudes. En el nostre pais, se'n
poden trobar unes 25, aquestes creixen bé en les condicions del laboratori i es
desenvolupen generalment de forma rapida en els medis de cultiu. Per a la seva correcta
identificacio s’han d’ incubar a una temperatura de 27-28°C durant un temps que oscil‘la
de 7 a 10 dies. Quan el medi de cultiu utilitzat és PDA, les colonies d’Aspergillus poden
presentar diferents tonalitats: blanquinoses, grogoses, marro - grogoses, negres i diferents

verds.
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La morfologia microscopica de les diferents colonies també és important degut a la seva
diversitat sent aquesta una eina per a poder realitzar una correcta identificacio de les
especies. Generalment, les espécies del genere Aspergillus, tenen uns conidiofors erectes
que acaben amb una caracteristica dilatacié globosa o claviforme (la vesicula) que, per
tota la superficie o només a la part parcial, porta fialids productors de conidis, o bé, en
moltes espécies, porta cel-lules anomenades meétules, sobre les quals neixen els fialids.
Els fialids (estructures productores de conidis) poden créixer directament de la vesicula.
S’anomenen uniseriats o bé créixer a partir de cél-lules denominades métules,

anomenant-se biseriats.

La vesicula, els fialids i les métules, si existeixen, formen el que s’ anomena cap conidial,
juntament amb els conidis que s’originen a partir dels fialids. Els conidis originen cadenes
que poden ser compactes, anomenades columnars, o bé divergents. Les cadenes
divergents donen lloc a caps conidials radials, que al madurar, en algunes espécies donen

lloc a formes divergents o rosetons caracteristics.
Els conidis sén unicel-lulars de mida variable, son generalment hialins o lleugerament

pigmentats, en massa, prenen colors variats: verd de diverses tonalitats, ocre, negre,

crema, blanc.
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Les espécies d'Aspergillus son més facilment identificables que les especies de
Penicillium a partir del color que desenvolupen els conidis. El color és un punt molt util a I

hora de realitzar la identificacié (Samson et al., 2000) (Figura 2.8).

Conidis

g

N
Fialides
Métules
. / Vesicula
Apex

Figura 2.8. Caracteristiques morfoldogiques microscopiques del genere Aspergillus.

2.3.1.2. Micotoxines del génere Aspergillus.

Moltes de les micotoxines produides pel génere Aspergillus sébn comunes amb altres
produides pel génere Penicillium. Es per aixd que moltes de les observacions que es fan
per les toxines procedents d’Aspergillus, també es poden fer per les produides per

Penicillium.
Es coneixen unes 50 espécies d’Aspergillus capaces de produir metabolits toxics, perod les

micotoxines d’Aspergillus més freqlients en aliments soén les aflatoxines, I'acid

ciclopiazonic, la citrinina, la patulina i I'acid penicil-lic.
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2.3.2. Génere Penicillium.

Es coneixen més de 150 espécies del génere Penicillium (Pitt, 1988), de les quals 50
poden créixer i esporular bé en medis sintétics. El nom prové de I'aspecte de pinzell dels

seus conidiofors (del llati penicillum, pinzellet).

2.3.2.1. Taxonomia del génere Penicillium.

Les colonies de Penicillum es desenvolupen de forma rapida tot i que la seva identificacié
es forca complicada i cal realitzar-la en condicions perfectament estandarditzades de medi
de cultiu, temps i temperatura d’incubacid. Els aspectes macroscopics, de mida i color de
colonies, color dels conidis i dels pigments s’utilitzen per distingir-los a nivell d’espécie
(Pitt, 1988). Es perd la textura un dels criteris fonamentals per a la seva correcta
classificacié. La textura de les colonies pot ser d’aspecte vellutat (els conididfors neixen
directament del substrat), llands (els conidiofors neixen de les hifes aéries), funiculds (els
conidiofors neixen del substrat i les hifes aéries es troben agrupades) i fasciculat (els
conidiofors neixen a partir d’agregats d’hifes).

En agar extracte de malta al 2% i en agar Czapek, les colonies solen ser de color verd i a

vegades adopten tonalitats blanquinoses o grogoses.

La morfologia microscopica també s’usa per a la seva correcta identificacié. A partir dels
fialids s’originen els conidis que sén hialins o lleugerament verdosos, de parets llises o

rugoses. El conidiofor esta unit al miceli mitjangant I'apex.

Entre aquest i els fialids poden aparéixer diferents cél-lules, que es presenten agrupades
partint d’'un mateix punt des del que s’originen. Es poden trobar un, dos i ocasionalment
tres punts de ramificacié al llarg del conidiofor. Les cel-lules de suport dels fialids
s’anomenen métules i branques. Les branques poden créixer de l'apex o de noves

branques (Samson et al., 2000).
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A la Figura 2.9. es mostren les caracteristiques morfologiques microscopiques del génere

Penicillium.

Conidis
/

\

Fialides

Métula

/ .ﬁ/’_ Apex

Figura 2.9. Caracteristiques morfologiques microscopiques del genere Penicillium.

Es pot dividir el génere Penicillium en subgéneres basats en el nombre i la disposicio dels
fialids, métules i branques en I'apex. Cada nivell de branques es compta des de la part

superior de l'eix central.

La classificacié de Pitt (1979) inclou quatre subgeneres: Aspergilloides, el conidiofor més
simple, en el qual els fialids creixen directament de I'apex a les estructures de suport,
Furcatum i Biverticillum, en els quals els fialids estan suportats per métules, Penicillium, el
conidiofor més complex, els quals normalment presenten métules i branques (Figura
2.10). Les especies de Biverticillium presenten fialids acerosos més estrets i delicats que

els que presenten la resta de subgéneres els quals tenen forma d’ampolla.
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La majoria d’espeécies toxigéniques meés importants i que desenvolupen espores en

aliments es troben dins del subgénere Penicillium.

a) b) c) d) e)

Figura 2.10. Classificacid del genere Penicillium.a) b).Aspergilloides (monoverticil.lats); c).
Furcatum i Biverticillum (biverticil.lat); d) Penicillium (triverticil.lat); e) Penicillium (quarverticil.lat).

En algunes de les soques la preséncia o abséncia de gotes de I' exudat, de pigments
difusibles en el medi de cultiu o la formacié d’esclerocis, masses d’hifes estérils, s'utilitza
com a criteri taxonomic d’ interés. La classificacié de Raper i Tom és la més classica,
actualment perd, a part de les caracteristiques morfologiques, també es realitzen els

estudis filogenétics necessaris per a la correcta identificacio de les espécies.

Les espécies de Penicillium es poden aillar de substrats molt diversos. Moltes d’elles
tenen especial interés per ser productores d’antibidtics, enzims, etc. Aixi mateix, moltes
espéecies també s'utilitzen a la industria de 'alimentacio per a la conversio de productes o

I'obtenci6 de formatges.
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2.3.2.2. Micotoxines del génere Penicillium.

Identificar micotoxines resulta complex, és per aixd que després de revisar molts dels
estudis realitzats sobre les espécies de Penicillium productores de micotoxines Pitt i
Leistner 'any 1991 elaboren un estudi on es llisten 27 micotoxines, produides per 32

especies, de les quals s’ ha demostrat la seva toxicitat en animals i en humans.

El rang de micotoxines produides per les espécies del génere Penicillium és molt extens
comparat amb altres géneres fungics. La diversitat en estructures moleculars i toxicitat
d’aquestes toxines és molt variada, es poden classificar en dos grans grups segons el lloc
on afecten, fetge i ronyo i, les que es poden classificar com a neurotoxines. A la Taula 2.1
es mostra una llista de les principals toxines que afecten la salut humana produides per
especies del génere Penicillium (Pitt i Leistner, 1991) (Cole i Cox, 1981).

Micotoxina Espécies productores
Citreoviridina Penicillium citreonigrum
Eupenicillium ochrosalmoneum
Citrinina Penicillium citrinum
Penicillium expansum
Penicillium verrucosum

Acid
ciclopiazonic Penicillium camemberti
Penicillium commune
Penicillium chrysogenum
Penicillium griseofulvum
Penicillium viridicatum
Ocratoxina A Penicillium verrucosum
Penicillium expansum
Penicillium vulpinum
Penicillium griseofulvum
Penicillium roqueforti

Toxina PR Penicillium roqueforti
Roquefortina C | Penicillium chrysogenum
Penicillium crustosum
Acid secalonic C | Penicillium oxalicum

Taula 2.1. Llista de toxines produides per espécies del génere Penicillium.
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2.3.3. Relacio fong-micotoxina.

Els fongs estan formats per una o més cél-lules eucariotes, no tenen teixits diferencials i
son heterotrofs, és a dir, no tenen clorofil-la i no fan la fotosintesi. S'alimenten dels residus
animals o vegetals que hi ha al seu entorn i secreten enzims per digerir-los; és aquesta
darrera caracteristica la que els diferencia dels animals, ja que ells digereixen els aliments

a l'interior del cos.
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També tenen un gran interés economic: n’hi ha que es fan servir en I'obtencié de farmacs,
uns altres en la produccié d'aliments (formatge, cervesa, etc) i n'hi ha de comestibles

(bolets); alguns perd, poden ser molt toxics i perjudicials pels éssers humans.

Quan una espora d’'una floridura es comenca a desenvolupar origina una hifa o filament
format per una filera de cél-lules. Les hifes creixen rapidament i formen el que s’anomena

miceli.

Algunes hifes que creixen verticalment formen unes estructures terminals anomenades
esporangis que és on es formen les espores, les unitats reproductives del fong. Segons
els tipus d'hifes i d'esporangis classifiquem els fongs en ficomicets (600 espécies com les
floridures del pa), basidiomicets (unes 25.000 espécies i inclouen molts dels bolets) i
ascomicets (unes 30.000 espécies com els llevats, les tdfones o els Penicillium que
serveixen per obtenir penicil-lina i també per fer formatges com el Roquefort o el

Camembert).

Un cop han acabat el creixement, els fongs, ja tenen les necessitats basiques cobertes, és

llavors quan comencen a produir metabdlits secundaris.

Els productes residuals del metabolisme secundari que s'acumulen al vacuol sén molt
diversos i per exemple s'hi troben pigments com els antocians, tanins de gust amargant,
cristalls d'oxalat, les aflatoxines i les ocratoxines. Aquests metabdlits no tenen cap funcio
primaria per a la cél-lula, és a dir, no serveixen d'aliment ni de font d'energia pero, en
molts casos, han adquirit funcions que so6n anomenades funcions secundaries. S'ha

demostrat una relacié entre l'eficacia reproductiva i el contingut en pigments.

Els residus metabdlics toxics pel citoplasma sén transportats unidireccionalment a través
del tonoplast i queden atrapats a l'interior del vacuol i d'aquesta manera deixen de ser
toxics pel fong. En aquest sentit, el vacuol fa una funcié que en els animals porta a terme

el sistema excretor.
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La preséncia i el perill associat a una micotoxina pot ser determinada després de

I'extraccio i identificacio de la mateixa (Figura 2.11) ja que:

La preséncia del fong no assegura que existeixi una micotoxina
La micotoxina continua en el producte encara que el fong hagi desaparegut.
Un fong pot produir més d’'una micotoxina

Una determinada micotoxina pot ser formada per més d’'una espécie de fong.

Fong sense Fong i Micotoxina
micotoxina micotoxina sense fong

Figura 2.11. Relacié que es pot establir entre un fong micotogigénica i la micotoxina produida
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2.3.3.1. Factors que afecten el creixement fungic i la produccié de toxines.

A continuacio, s’ agrupen els factors que poden afectar al desenvolupament de fongsiala
produccié de les toxines en tres grans blocs: factors fisics, factors quimics i factors
biologics (Pitt i Hocking, 1997) (Gimeno i Martins, 2003).

2.3.3.1.1. Factors fisics.

a) Temps

El temps d’incubacié de la soca fungica és un parametre a considerar molt important ja
que d’ell dependra la produccio de toxines.

En la relacié entre el creixement del fong i la produccié de toxines s’identifiquen dues
fases generals. La primera s’anomena tropofase (Bu'Lock, 1965), es caracteritza per la
produccié de biomassa per part del microorganisme amb una utilitzaci6 maxima dels
nutrients, sense que hi hagi elaboracié de metabdlits secundaris.

Quan el creixement davalla o bé desapareix totalment, es comencen a elaborar metabdlits
secundaris, aquesta fase s’anomena idiofase (Figura 2.12.).

<~ TROPOFASE

<<<<< Creixement[Concentracid] . ~

- - Metabolisme secundéi'.i[Massa'] \
’

’ \

Temps

Figura 2.12. Etapes del creixement fungic i metabolisme secundari.
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b) Activitat d’aigua (ay).
La quantitat d’aigua existent tant a 'ambient com al substrat i la forma de presentacio de
la mateixa, ja sigui de forma lliure o combinada, és un dels factors a considerar pel

desenvolupament dels fongs i per a la produccioé de toxines.

L’aigua lliure existeix a dins i als voltants dels teixits vegetals o de les cél-lules i pot ésser

eliminada sense interferir en els processos vitals.

Per la germinacié dels conidis dels fongs, és necessari que I'aigua estigui en forma lliure.
La forma combinada esta present en teixits vegetals i animals, formant part de les

cél-lules que la formen.

Es per a la mesura de I'aigua disponible que s'utilitza el terme activitat de I aigua (ay).

L‘ay és la relacio entre la tensié de vapor de l'aigua en el substrat (P) i la de l'aigua pura
(Po), a la mateixa temperatura (a,= P/Py). Si la humitat de I'aliment esta en equilibri amb la
humitat relativa d’equilibri (HRE) de I'atmosfera que el rodeja, I'aigua disponible a I'aliment
és numericament equivalent a aquesta (a, = HRE/100). Cal tenir present que la HRE es
refereix a I' atmosfera en equilibri amb el producte i I'a,, fa referéncia al propi producte.
L’a, permet relacionar I'aigua lliure dels aliments i la capacitat dels microorganismes per

proliferar en el substrat.
La major part dels fongs toxigénics es desenvolupen a valors d’a,, de 0,70 a 0,85. S’ha

estudiat molt la produccié de toxines i la influéncia de I'a,,.. Es pot dir que la produccié de
les toxines és nul-la o molt baixa a a,, inferiors a 0,83 (Magan i Lacey, 1984).
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c) Temperatura.

La temperatura d’incubacio de soques fungiques determina la poblacié fungica present i la
possible formacio de micotoxines. La temperatura es considerada un dels factors més
condicionants en la produccioé de toxines (Magan i Lacey, 1984). La temperatura optima
per al desenvolupament de la gran majoria de fongs és entre 25 i 30°C i el limit maxim d’
entre 45- 50°C. La majoria de fongs no creixen per sota de 5°C ni per sobre de 55° encara
que hi ha algunes excepcions com A. flavus, A. candidus que poden créixer fins als 55°C i

d’ altres com P. expasum que pot créixer a 0°C.

Les temperatures baixes (8-10°C) indueixen una menor produccié de les aflatoxines.

La temperatura optima de produccié de I'aflatoxina B1 és entre 24 i 28°C mentre que
I'Optim de formacié per l‘aflatoxina G4 és de 30°C. Per afavorir la produccié de toxines és
millor mantenir la temperatura constant a 25°C que no pas que la temperatura fluctui

donant una mitja de 25°C.

De forma generalitzada s’associa la produccio d’'OTA en climes freds a P.verrucosum ja
que és capag de créixer a partir de 0°C i produir toxines a partir de 4°C (Sweeney i
Dobson, 1998) essent la temperatura optima de producciéo de 20 a 25°C (Doyle et al,
2000). En paisos més calids o temperats la produccid6 d’'OTA esta majoritariament
atribuida amb les espeécies productores del génere Aspergillus. A. ochraceus produeix
OTA a partir de 12°C amb un maxim de produccio als 25°C (Northolt et al., 1998) (Horie,
1995).
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2.3.3.1.2. Factors quimics.

a) pH

El pH influencia en el creixement de fongs i la produccié de toxines tot i que el seu efecte
sembla no ser tant significatiu com la temperatura i el substrat (Magan i Lacey, 1984).

Els fongs toleren un gran interval de pH en el substrat de creixement de 2.5 a 7.5.

A trets generals, suporten millor el medi acid que el medi alcali (Petterson i Damoglou,
1986).

b) Composicioé del substrat.

La composicio del substrat esta molt relacionada amb el creixement fungic i produccio de
micotoxines (Davis et al.; 1969). La preséncia o abséncia de micronutrients, sobretot en
el cas de 'OTA (Bullerman, 1985), influencia més significativament a la biosintesis de
toxina que al creixement fungic. Cada familia de toxines és produeix optimament en un
substrat diferent per exemple, soja i cacauets, en el cas de les OTA d‘A.ochraceus i blat o

blat de moro en el cas de P. verrucossum .

D’altra banda, els nutrients minerals estan relacionats amb la composicié del substrat i
encara que Fe, Zn i Cu son elements més importants per a un desenvolupament fungic,
tant aquests com altres poden ser necessaris per a la produccid de micotoxines
(Bullerman, 1985b). L’'adicié de Cu, Cd, Fe, Mo ( 5 a 10 ug/g) i de Zn ( 50 a 250ug/g) ,
incrementen la produccié d’aflatoxines. Quan es disminueixen les concentracions de Zn i

Cu la produccié d’OTA és quasi nul-la (Steele et al.,1973).

En resum, el substrat és un factor que té molta influencia sobre la quantitat de toxina

produida.

41



PART TEORICA

c) Atmosfera.

La majoria dels fongs son aerobis i per tant necessiten oxigen per al desenvolupament de
les seves reaccions metaboliques. Una caréncia d’oxigen condiciona el creixement de les
floridures i la no preséncia d’aquest els pot causar la mort. La reduccié de la concentracio
d’'O, del 5 a "% redueix la produccié d’aflatoxines (Davis i Diener, 1968). L’anhidrid
carbonic pot inhibir la formacié d‘algunes micotoxines.

La produccio d’aflatoxines disminueix a mesura que augmenta el contingut de CO, (Davis
i Diener, 1968).

2.3.3.1.2. Factors biologics.

a) Preséncia d’invertebrats.

La preséncia d’'insectes és un agent disseminador de la microbiota i per tant, contribueix al

creixement i multiplicacio dels fongs.

b) Soques especifiques.

En una mateixa espécie fungica, les soques no es comporten de la mateixa manera.
Aquest fet provoca que dues soques incubades a les mateixes condicions de temperatura,

temps, pH i substrat poden no produir la mateixa quantitat de toxina, o fins i tot que una

d’elles sigui incapag de produir-la.
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2.4. Soques productores de toxines Aspergillus parasiticus i Aspergillus ochraceus.

L’Aspergillus parasiticus és un fong descrit com a productor de les aflatoxines B,, B, G,,
G, i 'Aspergillus ochraceus és descrit com a productor de I'ocratoxina A.

El metabolisme primari d’aquests fongs és similar al de la majoria d'organismes
eucariotes. En ambdods fongs els metabolits secundaris sén formats a partir
d’intermediaris del metabolisme primari i sota condicions suboptimes i d’estrés (Cole et
al., 1985).

Durant la biosintesis d'aquests metabolits, la quantitat produida depén no només de
parametres nutritius i ambientals, siné també de la historia prévia del desenvolupament
del fong. La formacié de micotoxines reflecteix que la floridura ha aconseguit cert grau de
diferenciacié bioquimica, fisiologica i de vegades morfologica. Com més complexa és la
ruta biosintetica d'aquests metabolits secundaris, més restringit és el nombre d'espécies

de fongs productors d’aquestes micotoxines. (Keller i Turner, 2005).

2.4.1. Sintesis de les aflatoxines i ’ocratoxina A.

La biosintesis de les aflatoxines és un procés complex que implica reaccions
multienzimatiques. Es ddéna per la via metabolica dels policétids, la més important en el
metabolisme secundari dels fongs. Aquest procés involucra la condensacié de I'acetil CoA
amb el malonil CoA en un procés ciclic similar en alguns aspectes al de la biosintesis
d’acids grassos de cadena llarga (Ellis, 1991). El punt clau d’aquesta sintesi, tal i com es
mostra a la Figura 2.13, (Kelkar et al., 1997) recau en la reaccié de formacié de I'intermedi
(VER A), ja que és a partir d’aquest punt on s’obtindra I'aflatoxina B, i a partir d’aquesta la

G, o bé I'aflatoxina B, i a partir d’aquesta la G,.
S’han realitzat molts estudis sobre la produccié d’aflatoxines. A les conclusions a les quals

s’ha arribat son que el medi acid, la preséncia de Zn, la de nitrats i el no estrés del fong

originen un increment de la seva produccio (JiujiangYu i Kenneth, 2011).
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La ruta biosintetica de 'OTA proposada per Huff i Hamilton el 1979, postula tres etapes
diferents. La primera, correspon a la sintesis d’'un residu poliquétid a partir d’acetilCoA i
malonat. En un primer pas, s’obté melleina com a intermedi. A continuacio, la melleina és
metilada i oxidada, donant lloc a ocratoxina 8, i un atom de clor es incorporat directament

per donar lloc a ocratoxina A (Wei et al., 1971).
Durant la segona etapa es sintetitza l'altre precursor, la fenilalanina, a partir d’acid

shikimic, que s’uneix a la ocratoxina a (Ferreira i Pitout, 1969). Durant la tercera etapa, un
enzim sintetasa genera ocratoxina C, i una esterasa finalment forma 'OTA (Figura 2.14).
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Figura 2.13. Representacio esquematica de la ruta biosintética de les aflatoxines (Kelkar et al.,1997).
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Figura 2.14. Representacioé esquematica de la ruta de biosintesis de OTA (Huff i Hamilton,1979).

2.5. Frequeéncia i toxicitat.

Les aflatoxines i les ocratoxines es troben com a contaminants naturals en productes
alimentaris d’origen vegetal. També es poden detectar en productes carnis obtinguts a
partir de bestiar que ha estat alimentat amb aliments contaminats. Hi ha doncs la
necessitat de realitzar estudis metabolics i de transferéncia d'aflatoxines a carn i ous
provinents d'aus de corral, aixi com la llet de remugants ja que les toxines son solubles en
greixos i per tant sembla facil que aquestes s’introdueixin a la cadena alimentaria humana

(www.gencat.cat/salut/acsa).

En quan a toxicitat, I'aflatoxina B, esta considerada com un dels components cancerigens
més potents de la naturalesa. L'Agéncia Internacional per a la Recerca en el Cancer
(IARC) la va classificar en el Grup 1 (IARC, 1987), considerant-les cancerigenes per a
'home.
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Posteriorment, 'OTA s’ha classificat dins el grup 2B (IARC, 1993), com a agent
possiblement carcinogen per a I'home en base als estudis realitzats en animals
d’experimentacié. Encara no es disposa de proves suficients per assegurar que és

cancerigena pels éssers humans.

Altres malalties que poden produir les aflatoxines son alteracions hepatiques i les de les

ocratoxines son afectacions de I'aparell renal.

2.6. Legislacié sobre micotoxines.

A dia d’avui no hi ha una normativa universal clara sobre els nivell permesos de
micotoxines en matrius alimentaries. Hi ha una gran heterogeneitat respecte al nombre de
toxines regulades, els paisos que les controlen i els nivells permesos en els diferents
paisos. Cal esperar que aquesta heterogeneitat legislativa en breu s’homogeneitzi en
ambit comunitari europeu, fet que probablement comportara un augment de toxines
regulades en el nostre pais. Els productes exportats de paisos tropicals o subtropicals
amb climes humits i calids no tenen un limit maxim de toxines i si els tenen, sén clarament
superiors als dels paisos amb climes freds. A I'Estat espanyol, el Real Decreto 475/88 del
BOE 20/05/88 és el document base que regula el contingut maxim d’aflatoxines en
aliments destinats al consum huma. Aquesta normativa ha anat incorporant canvis de
legislacio provocats per altres lleis que han modificat algun dels limits maxims de
contingut en aflatoxines. En sén un exemple el Reglament (UE) 165/2010 que modifica el
contingut maxim d’aflatoxines totals en avellanes i nous de Brasil, passant de 4 ug/Kg a
10ug/Kg o el Reglament (UE) 1058/2012 que modifica el contingut maxim d’aflatoxines en
figues passant, igual que en cas anterior, de 4 ug/Kg a10ug/Kg.

La preséncia de micotoxines a nivells superiors als tolerables representa una amenaca

per a la innocuitat dels aliments i un risc important per a la salut humana.

Les aflatoxines son presents en productes alimentaris com ara les nous, les figues i altres

fruits secs, les espécies i els greixos vegetals crus.
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Els nivells maxims establerts d’aflatoxina B1 i aflatoxines totals segons la legislacié actual

son els que es troben detallats a la Taula 2.2.

Aflatoxines B1 SumadeB1,B2
G1,G2

Cacauets i altres llavors oleaginoses amb 8 15
tractament posterior abans del consum.
Cacauets i altres llavors oleaginoses. 2 4
Ametlles, festucs i pinyols d'albercoc amb 12 15
tractament abans del consum.
Ametlles, festucs i pinyols d'albercoc. 8 10
Avellanes i nous del Brasil amb tractament 8 15
abans del consum.
Avellanes i nous del Brasil. 5 10
Fruites amb tractament posterior abans del 5 10
consum.
Figues seques 4 10
Tots els cereals i tots els productes a base de 4
cereals transformats.
Blat i arr0s amb tractament posterior abans del 5 10
consum
Diferents espécies 5 10
Aliments dietétics destinats a usos medics 0,1 —
especials

Taula 2.2. Nivells maxims permesos d’ aflatoxines en diferents matrius alimentaries. Font: Real

Decreto 475/88 del BOE 20/05/88
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2.6.1. Altres matrius on es poden trobar les aflatoxines.

A continuacié s’exposen altres matrius on s’han detectat micotoxines, per exemple en
begudes o productes que han estat elaborats a partir de productes contaminats, ja que
aquestes micotoxines son compostos termoresistents i no es destrueixen en la majoria de
les etapes de processat d’aliments i poden fins i tot trobar-se en etapes posteriors. Les
matrius alimentaries més habituals on s’han detectat aflatoxines i ocratoxines sén: cereals
i subproductes de cereals, soja, te, café, cacau i derivats, sucs de fruita, most, fruits, fruits

Secs, especies, cervesa, vi, productes lactics, etc.

Com s’ha dit a 'apartat 2.6, també s’han detectat toxines en productes carnis, o bé en els

seus derivats, procedents d’animals que han estat alimentats amb menjar contaminat.

L'Agéncia Nacional de Seguretat Sanitaria de I’Alimentacié del Medi Ambient i del Treball
Francesa (www.anses.fr) va fer publica una avaluacié de risc sobre micotoxines en la

cadena alimentaria tant animal com humana.

Aquesta avaluacio recull recomanacions per als principals grups de micotoxines com és el
cas de les aflatoxines, on subratlla la necessitat de la realitzacié d'estudis metabolics i de
transferéncia d'aquestes micotoxines a carn i ous provinents d'aus de corral, aixi com la

llet de petits remugants exposats a quantitats minimes d'aflatoxines.

També posa émfasi, de manera general, en la necessitat d'estudis prolongats de

concentracio de micotoxines en cultius.

La quantitat de micotoxines presents en aliments acostuma a ser baixa, al voltant de
poques desenes de ug/kg; és per aquest fet que no és probable que causin intoxicacions
agudes en els éssers humans. Perd la preséncia continuada de micotoxines a baixes
concentracions en els aliments representa un risc potencial per a la salut humana, de

manera que cal vigilar i controlar els nivells en quée aquestes es troben.
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2.7. Deteccid de fongs micotoxigénics.

No totes les soques fungiques d’'una mateixa espécie tenen la capacitat de produir
toxines, és per aixd que s’avalua aquesta capacitat aillant el fong, i comprovant si es

capag de produir i acumular toxina.

Com s’ha comentat, quan una espora té unes condicions ambientals adequades de llum i
humitat, arriba a germinar. Llavors produeix la hifa, que creix sobre el substrat, ramificant-
se. Hi ha una gran diversitat de substrats que permeten el desenvolupament fungic (sol,
herba, etc). L'important és que aquest proporcioni al fong els nutrients necessaris per
créixer. Actualment existeixen diferents metodiques per a la deteccid6 de fongs
micotoxigenics. El métode proposat per la Food and Drug Administration usa arros com a

substrat.
2.8. Métode de la Food and Drug Administration per a la deteccié de micotoxines.

El métode escollit per la Food and Drug Administration (FDA, 1998) per a la determinacio
de la produccié de toxines per part de fongs, desenvolupa la soca fungica en estudi
utilitzant arrds com a substrat i posteriorment realitza una extraccié amb cloroform per a la

deteccid de la toxina.

En I'etapa de detecci6 de les toxines es recomana aplicar un dels métodes descrits per
(Samson et al. 1992), (Stack, 1996) o (AOAC, 2003), que utilitzen diferents técniques

cromatografiques.
2.8.1. Control de micotoxines.

Al llarg del temps, s’ha desenvolupat un ampli rang de métodes analitics sensibles per a la
determinacié de micotoxines en una gran varietat de matrius alimentaries, cap pero per
una matriu tant diferent com és la de compost (Navajas et al., 2010). En I'’época del
descobriment de les aflatoxines, la separacid i deteccido d’aquestes es realitzava per
cromatografia de capa fina (TLC) utilitzant una gran varietat de solvents d’elucid i
observant les plaques sota la Illum ultraviolada (UV). Posteriorment, amb el
desenvolupament de la cromatografia liquida d’alta eficacia (HPLC), la utilitzacié de la
TLC ha quedat desplagada a un segon terme. L'HPLC ofereix més precisid, un poder de

resolucido més elevat, és facil d’automatitzar i s’obtenen limits de deteccidé més baixos.
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En contraposicid, la TLC és simple, robusta i és relativament barata d’'implementar en un

laboratori d’analisi.

Aixi el métode analitic més emprat en la determinacié d’aquest tipus de micotoxines és la
cromatografia liquida de fase inversa amb detector de fluorescéncia, ja que s’aprofiten les
propietats fluorescents d’aquestes. En el cas de voler detectar nivells encara més baixos
de toxines, es realitzen derivatitzacions pre o post columna per tal d’augmentar la
fluorescéncia dels analits i poder tenir millors limits de deteccid. Pero, avui en dia, és
habitual treballar amb un equip d’HPLC utilitzant com a detector un espectrometre de
masses que sOn més sensibles, selectius i eviten els problemes causats per la

derivatitzacio.

D’altra banda, en aquells casos que interessa detectar preséncia o abséncia de toxina en
una mostra i a un nivell de concentracié determinat o en un marge de concentracions,

s’usen generalment métodes d’analisi immunosorbent amb enzim lligat (ELISA).

El principal avantatge d’aquests meétodes és que la instrumentacio que utilitzen és simple i
de baix cost, o fins i tot poden no requerir-ne, perd en el cas de detectar la preséncia
d’'una determinada micotoxina, s’han de confirmar posteriorment per técniques analitiques

convencionals.

En els seglents apartats es fa un breu resum de cada una de les etapes que intervenen

en una analisis de micotoxines.

2.8.1.1. Extraccio en fase liquida.

El solvent a utilitzar dependra de la naturalesa de la matriu, de l'analit i dels post
tractaments que es realitzaran per analitzar la mostra.

Els solvents d’extraccié més emprats en I'analisi d’aflatoxines en matrius alimentaries son:
cloroform, metanol, acetona, acetonitril, benzé i hexa. El nostre grup ha utilitzat una
barreja de metanol:aigua per extreure les aflatoxines dels anacards (Alfaro et al., 2013).
La matriu que s’analitza en aquest treball és el compost i el solvent d’extraccid que s’ha
trobat descrit és una barreja de metanol:aigua (Navajas et al. , 2010).
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En cas d’'usar técniques d'immunoassaig a I'etapa de purificacié, s’empren mescles de
metanol amb aigua o acetonitrii com a solvent d’extraccio. Cole i Dorner (1994) han
descrit que la utilitzacié de la mescla acetonitril:aigua €s menys eficient que la mescla
metanol:aigua usada en diferents relacions de solvent d’extraccidé/mostra en l'analisi

d’aflatoxines en cacauets.

Els principals problemes relacionats amb [I'extraccié d’aflatoxines son la formacid
d’emulsions, extraccions incompletes en algunes matrius i la coextracci6 de compostos
que interfereixen a la quantificacié. En el cas d’extreure les toxines del fong, es podrien

extreure altres productes produits com ara pigments, etc.
Optimitzar I'etapa d’extraccié és important pel medi ambient ja que I'is de dissolvents

organics, sobretot si aquests son clorats, és perjudicial pel medi ambient i poden encarir el

preu de les analisis.
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2.8.1.2. Extraccioé en fase solida.

Es considera I'extraccid en fase solida (SPE) com un métode equivalent a un procés
cromatografic, en el que I'adsorbent és la fase estacionaria. Es especialment indicat per

mostres liquides, ja que realitza I'etapa d’extraccio i concentracié simultaniament.

La SPE comenga amb un condicionat del cartutx préviament activat amb un solvent i/o
aigua. Posteriorment, s’aplica la mostra i els analits queden retinguts a I'adsorbent
d’extraccié. Després d’'una etapa de rentat, per tal d’eliminar els compostos interferents, la
toxina s’elueix del cartutx amb un solvent organic i si és necessari es concentra per
evaporacié mitjangant una corrent de N,. A la Figura 2.15. es mostra un esquema del

principi de funcionament de la SPE.
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Figura 2.15. Esquema de funcionament dels cartux. (Font:www.services.leatherheadfood.com)

[ 4

Des de I'any 2000, es comercialitza un reblert d’extraccié en fase solida anomenat OASIS
(Waters) per solucionar les limitacions de [I'extracci6 en fase solida tradicional i
racionalitzar el procés de preparacié de mostra.

Aquests, no van ser aplicats en la determinaciéo de micotoxines o productes relacionats

fins la tesi doctorals de Ventura (2005) .
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Es comercialitzen diferents tipus de reblert OASIS (HLB, MAX i MCX) per poder optimitzar
I'extraccié en funcioé de l'analit a analitzar. Aquests reblerts estan disponibles en diverses
configuracions: cartutxos, plats i columnes. Es disposa de dos mides de particula del
reblert, de 30 i 60 um, que es selecciona en base a la terbolesa i viscositat de la mostra.

Per mostres viscoses, s’aconsella utilitzar un reblert amb mida de particula més gran.

En el cas de OASIS®HLB, son cartutxos de SPE que el seu reblert és poliméric en fase
inversa. El copolimer de divinilbenze-N-vinilpirrolidona (Figura 2.16) presenta propietats
hidrofiliques i lipofiliques. HLB és un acronim de balang hidrofilic lipofilic (Hydrophilic

Liphopilic Balance) el qual descriu les dues caracteristiques més importants del reblert:

- manté la humitat.

- reté un ampli marge de compostos tant polars com apolars.

Segons la casa comercial, els cartutxos d’extraccio en fase solida OASIS® HLB permeten
aconseguir recuperacions reproduibles i elevades per un ampli marge d’analits utilitzant
protocols d’extraccio rapids i senzills. A més, 'adsorbent es pot assecar durant I'extraccio

fet que facilita el maneig i I'obtencié de bons resultats.

L

Figura 2.16. Reblert polimeric del cartux d’'OASIS. (Font: www.scielo.org.ar)
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2.9. Técniques cromatografiques.

2.9.1. Cromatografia de capa fina (TLC)

Actualment, la TLC s'usa en alguns métodes oficials i per a la determinacié de
micotoxines a mode de screening (Machinski et al., 2001), és a dir, abséncia o preséncia
ja que:

- Minimitza les etapes de preparacié de mostra.

- Permet I'analisi en paral-lel d’'un gran nombre de mostres.

- Possibilita la recuperacio de I'analit per analisis posteriors.

- Es poden portar a terme simultaniament diversos protocols de screening.

S’han desenvolupat un gran nombre de metodes tant per a la determinacié d’aflatoxines
com ocratoxines per TLC en fase normal o bé en fase inversa (Frohlich et al., 1988).

Les cromatoplaques de silica son les més usades amb una amplia varietat de mescles de
solvents. Els solvents d’eluci6 més emprats en TLC de fase normal en [l'analisi
d’aflatoxines s’indiquen a continuacioé (Lin et al., 1998) (AOAC, 2003).

- Benzé:metanol:acid acétic (90:5:5)

- Eter dietilic:metanol:aigua (96:3:1)

- Cloroform:xilé:acetona (6:3:1)

- Diclormeta:cloroform:alcohol amilic:acid formic (80:15:4:1)
- Cloroform:cloroform:alcohol amilic:acid formic (80:15:4:1)
- Cloroform:acetona:H,0O (88:12:1.5)

- Cloroform:acetona:isopropanol:aigua (88:12:1.5:1)

- Xilé:acetat d’etil:acid acetic (6:3:1)

- Cloroform:isopropanol (99:1)

- Cloroform:acetona (90:10)

- Tolué:acetat d’etil:eter dietilic:acid formic (25:35:40:5)

- Tolué:acetat d’etil:acid formic (48:40:12)
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Per a I'OTA la mescla de solvents més emprats en TLC de fase normal es mostren a la
seguent llista (Lin et al., 1998) (AOAC, 2003).

- Tolué:acetat d’etil:acid formic (90%) (5:4:1)

- Eter dietilic:metanol (49:1)

- Hexa:acetatd'etil:acid acétic (18:3:1)

- Metanol:aigua (7:3)

- Eter dietilic:hexa:acid formic (70:30:1)

- Cloroform:metanol:aigua:amoniac (70:30:2:2)
- Benzé:metanol:acid formic (18:1:1)

- Hexa:acetona:acid formic (18:2:1)

L’aplicacio de la cromatografia de capa fina d’elevada resolucié també s’ha descrit per a
la determinacié d’aflatoxines, ja que aquestes tenen factors de retencié (RF) molt propers i

la seva separacio és critica (Tabata et al., 1993), i OTA (Dawlatana et al. 1996).

En una placa de HPTLC es redueix I'espessor de fase estacionaria (~200 pym) i la mida de
particula (~5 um), respecte a la TLC, aixi s’aconsegueix millorar les separacions amb
menor temps. El principal desavantatge és la menor capacitat de carrega de la placa i

com a consequéncia pitjors limits de deteccio.

Les aflatoxines i ocratoxines presenten una intensa fluorescéncia natural de manera que
es poden observar sota la llum UV a 365 nm sense necessitat d’aplicar a les plaques
cromatografiques etapes posteriors de revelat. Al sotmetre les aflatoxines B4, B,, G4 i G,
sota llum UV de 365 nm es distingeixen 2 taques de color blau i dues de color verd
corresponent a les aflatoxines B i G, respectivament. La taca d’OTA s’observa de color

verd al ser irradiada amb llum UV a 365 nm.

Per a processos de quantificacié en TLC és convenient I'is d’'un fotodensimetre com a

instrument de mesura realitzant una recta de calibratge amb patrons.
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2.9.2. Cromatografia liquida d’alta pressié (HPLC).

A continuacio es realitza un repas de com s’han detectat les toxines del nostre interés a

través de la cromatografia mitjangant la tecnica d’HPLC.

La separacio d’aflatoxines per HPLC en fase normal es va veure desplagada per la
utilitzacié d’'una fase inversa. En molts casos, i per detectar concentracions baixes de
toxina, es realitzava una pre o post derivatitzacié per tal d’augmentar la fluorescéncia de
les aflatoxines B i G, (Stroka et al., 2000a) (Shepherd i Gilbert, 1984) (Tarter et al., 1984)
(Kok et al., 1986) (Jansen et al., 1987). A continuacid es descriuen breument en quée

consisteixen aquests dos processos.

Derivatitzacioé precolumna: Les aflatoxines B4 i G4 poden substituir un grup H per un OH,

originant les respectives aflatoxines B, i Go.. Per fer-ho s’empra acid trifluoroacetic,

d’aquesta manera s’augmenta la fluorescéncia.

Derivatitzacio postcolumna: La transformacié quimica post columna de les aflatoxines By i

G, es realitza amb iode o brom.

El sistema de derivatitzacié post columna es basa en la utilitzacié d’'una segona bomba,
una peca d’ acoblament en forma de T, tub capil-lar i bany d’escalfament o reactor post
columna per a la reaccio.

Es connecten la sortida de la columna cromatografica i la sortida de la segona bomba que
impulsa el reactiu que derivatitza a la peca d’acoblament en forma de T.

L’extrem que queda lliure es connecta a I'entrada del detector. El tub capil-lar s’ha de

mantenir a la temperatura de reaccié de 70°C, utilitzant un forn o un bany d’aigua.

S’han descrit diferents métodes per a la derivatitzacié postcolumna. Shepherd i Gilbert
(1984) i Thiel et al. (1986) han descrit la introduccid de solucions aquoses de iode i brom a
I'eluent de la columna cromatografica present a la fase mobil. El brom generat reacciona

amb les aflatoxines B4 i G per donar els derivats fluorescents.
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El métode proposat per a TAOAC per a la determinacié d’aflatoxina B, en aliments per a
nadons usa derivatitzacié postcolumna amb generacié electroquimica de brom (AOAC,
2003).

La derivatitzacié post columna amb iode o brom presenta basicament una desavantatge
respecte a la derivatitzacid6 precolumna ja que requereix I'is de dues bombes

cromatografiques .

En el cas de I'OTA, la majoria dels treballs publicats usen 'HPLC de fase inversa

acoblada a un detector de fluoresceéncia.
2.9.3. Cromatografia liquida d’alt rendiment (UHPLC).

La cromatografia liquida d’alt rendiment és un tipus de cromatografia desenvolupada
recentment. El fonament d’aquesta tecnologia es basa en utilitzar columnes

cromatografiques amb mida de particula més petita que les utilitzades en HPLC.

L’equacid6 empirica més completa que permet avaluar [leficacia d'una columna
cromatografica es I'equacio de van Deemter que descriu la relacié entre la velocitat lineal i

I'eficacia de la columna cromatografica.

A la Figura 2.17. es mostra el perfil que presenta I'equacié de van Deemter a Il'utilitzar
columnes cromatografiques de diferents mides de particula. S’observa que l'us de
columnes cromatografigues amb mides de particules inferiors a 2.5 um, no només
proporcionen un augment de I'eficacia siné que també s’obté una regié molt més amplia

en la que és manté la mateixa eficacia.

CET 2.6um

I &a [ i
1 i

Figura 2.17. Perfil de [leficacia segons l'equacid6 de van Deemter a [utilitzar columnes
cromatografiques de diferents mides de particula. (Font: www.thermofisher.com)
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La utilitzacié de columnes cromatografiques amb mides de particules menors requereix
treballar a rangs de pressié superiors als que pot treballar un equip HPLC. Per exemple,
per una columna de 10 cm de llarg empaquetada amb particules d’1.7um, es tenen
pressions d’aproximadament 15000 psi, mentre que les pressions d’'un equip HPLC sén
de 3000 psi.

Les particules de base de silica presenten bona resisténcia mecanica perd no permeten
treballar en tot el marge de pH; per altra banda, les columnes de base polimérica no tenen
limitacions de pH, pero tenen capacitats de carrega i resisténcia molt menors. Per aquests
motius, s’han desenvolupat reblerts a base de silica en el que les molécules s’uneixen

mitjancant enllagos metilénics i aixi ofereixen una millor resisténcia mecanica.

Un altre parametre important a considerar és el sistema cromatografic de bombes, el qual
ha de poder operar a elevades pressions de treball. La bomba ha de ser capac de
subministrar d’'una forma reproduible i sense variacions de pressio, el flux de treball. Ha
de ser un cicle rapid d’injeccid, que faci front a la rapidesa de la cromatografia. Com a
consequéncia d’aquesta rapidesa, els pics cromatografics que es generen, sén de menys

d’'un segon d’amplada.

Aix0 significa que la velocitat d’adquisici6 de dades ha de ser elevada per prendre

suficients punts per poder integrar correctament.

A part de tot aix0 els detectors han de tenir el minim volum per continuar tenint la maxima

eficacia en el sistema. (Ventura et al., 2003).
L’ACQUITY UPLC™, comercialitzat per la casa Waters, es capag de treballar a pressions

de 100MPa (1000bar, 15000psi) pot operar amb columnes d’1 0 2 mm de diametre intern

empaquetada amb particules d’1,7 micrometres.
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2.9.4. Espectrometria de masses (MS).

La cromatografia liquida d’alta resolucié acoblada a I'espectrometria de masses (HPLC-
MS o HPLC-MS/MS) és una técnica analitica ampliament utilitzada, ja que combina
I'elevat poder de separacio de la cromatografia, amb I'especificitat de I'espectrometre de

masses.

L’espectrometria de masses permet detectar els compostos i proporcionar informacié del
pes molecular i estructura de l'analit en funcié de la relaci6 massa/carrega dels ions

presents a partir de la ionitzacié de la molécula.

S’ha descrit la utilitzacio de la ionitzacié quimica (Marquardt et al., 1988) (Trucksess et
al.,1994), introduccié directa (Abramson, 1987), termospray (Rajakyla et al., 1987) i
particle beam (Nesheim et al., 1992) (Cappiello et al., 1995) en I'analisi de toxines, perd
no han resultat ser técniques robustes. L’aparicié d’'una nova técnica de ionitzacio, la
ionitzacio a pressio atmosféerica, fiable, robusta i sensible, ha fet que el nombre d’articles
publicats emprant aquesta técnica de ionitzaci6 amb analitzadors de quadrupol simple i
triple quadrupol, hagi experimentat un notable increment (Kussak et al., 1995) (Becker et
al.,1998) (Jorgensen i Vahl, 1999) (Tanaka et al., 2002) (Bing-Chung et al., 2007).

A continuacié és presenta una breu descripcié del funcionament d’'un espectrometre de
masses. Un sistema de masses esta format per una font de ionitzacié, un analitzador, un

detector i un sistema de buit.

Font de ionitzacié: La font de ionitzacié ha de produir ions en fase gas de la mostra. Un

tipus de ionitzacié a pressio atmosférica és I'electrospray.

El flux de 'HPLC entra a la interfase a través de la sonda d’electrospray. S’apliquen
elevats voltatges (2-4 kV) a través d’'un tub capil-lar metal-lic rodejat per un flux coaxial de
nitrogen (gas de nebulitzacid) els quals converteixen I'eluent en un aerosol carregat.

Un flux de nitrogen escalfat (gas de dessolvatacio) ajuda a la evaporacié del solvent a
través de la font. Una petita quantitat de I'aerosol es dirigeix cap a l'orifici del con de

mostra i l'altre part va cap a la sortida de gasos.
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Les diferencies de pressio i de voltatge dirigeixen els ions a través del con de mostra cap
al con d’extraccio on posteriorment es dirigeixen cap a I'analitzador. A la Figura 2.18. es
mostra un esquema de la interfase d’electrospray. La ionitzacié per electrosprays pot

dividir en tres etapes:

1. Formacio de les gotes carregades: Quan s’aplica un voltatge positiu al capil-lar
d’electrospray, les gotes emeses pel capil-lar porten un excés de carrega positiva. L'excés
de carrega es genera electroquimicament. Quan s’aplica un voltatge negatiu al capil-lar
d’electrospray, les gotes emeses pel capil-lar porten un excés de carrega negativa.

2. Evaporacié del dissolvent i fissio de les gotes: Les gotes emeses pel capil-lar
d’electrospray disminueixen la seva mida com a consequéncia de |'evaporacio del
dissolvent mentre que la carrega a les gotes es manté constant.

La disminucioé del radi de la gota mantenint la carrega constant suposa un augment de
repulsié entre carregues a la superficie de la gota. A un radi determinat la repulsié de
carregues supera la tensié superficial que manté la gota unida i es produeix la fissi6 de la

gota.

3. Formacié dels ions en fase gasosa: Existeixen dos models per a explicar la formacio
dels ions a partir de gotes molt petites i altament carregades: el model d’evaporacio ionica
i el model de carrega residual. El model d’evaporacié idonica, és en el que a partir de gotes
amb radi <10 nm, degut a la repulsié entre carregues prima I'evaporacié idnica a la
superficie de la gota respecte a la fissid de la gota, els ions passen de solucié a fase

gasosa.
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El model de carrega residual mostra la fissi6 de la gota que produeix gotes filles

extremadament petites que contenen un sol i6.
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Figura 2.18. Esquema de la formacié de gotes, electroespray. Font: RSC, Advancing the Chemica
ISciences, www.rsc.org

La condicié indispensable per a treballar amb electrospray és que l'analit d’'interés es

pugui ionitzar en solucié aquosa.

Es una ionitzacié suau, és a dir, produeix molt poca fragmentacié de I'ié molecular, per
tant, en els espectres s’observa majoritariament el pes molecular. El mode de deteccio es
pot realitzar en ESI positiu, negatiu o simultaniament els dos. Generalment compostos
basics, com poden ser les amines, formen la molécula protonada [M+H]" i son analitzats
en mode de deteccid electrospray positiu. Els compostos acids poden formar la molecula

desprotonada [M-H] i ser analitzats per electrospray negatiu.
Altres ions tipics produits per ionitzacié per electrospray quan es treballa en mode positiu

és la formacié d’adductes amb sodi [M+Na]+, potassi [M+K]+ i solvents de la fase mobil
[M+MeOH+H]+. En mode negatiu es poden observar adductes del tipus [M+HCOOQO]-.
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Analitzador: L’analitzador és la part fonamental de espectrometre de masses ja que
separa els diferents ions en funcidé de la seva relaci6 m/z. Existeixen diferents tipus
d’analitzadors, perd els més usats son els quadrupols per la seva facilitat d’us, rang de
masses de treball, bona linealitat per a treballs quantitatius, resolucié i qualitat de
I'espectre de masses. Els analitzadors de quadrupol simple estan formats per dos parells

de barres metal-liques (eléctrodes) paral-leles equidistants d’un eix central (Figura 2.19).

Un parell de barres esta a un potencial eléctric positiu i I'altre parell a un potencial eléctric
negatiu. Una combinacié de voltatges de dc (continua) i rf (radiofreqiiencia) s’apliquen en
aquest grup de barres.

El flux dels ions entra cap al grup de barres i aquests es filtren segons la seva relacié m/z.
Els ions d’'una determinada relacid m/z seran filtrats depenent de la relacié dels voltatges
dedcirf.

Per un valor donat de voltatges de dc i rf donat, només els ions d’'una determinada relacio
de m/z ressonaran, descriuran una trajectoria estable a través del quadripol i podran ser
detectats. Els altres ions seran desestabilitzats i impactaran contra les barres de metall.
La resolucio (capacitat de distingir entre dues masses adjacents) depén de la geometria

del quadrupol, electronica, voltatges que s’apliquin i la qualitat en la fabricacio.

La relacié m/z que passa a través de les barres és proporcional al voltatge aplicat a les
barres. A voltatges més elevats permet el pas de masses més elevades.

L’espectofotometre es pot utilitzar en mode SIM (single ion monitoring) o SCAN.
En mode SIM, els parametres (amplitud de dc i voltatges de rf) s’estableixen per a

observar una massa especifica o una seleccié de masses especifiques. Aquest mode

proporciona la maxima sensibilitat.
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En mode SCAN, es fa una rampa de I'amplitud de dc i voltatges de rf (mantenint constant
la relacio rf/dc). Aixd permet obtenir 'espectre de masses en el rang de masses establert.

La sensibilitat és funcié del rang de masses escanejat, velocitat de scan i resolucio.

‘ ac and ac voltages

Figura 2.19. Analitzador de simple quadripol. Font: University of Bristol. School of Chemistry,
www.chm.ac.uk.

Un altre tipus d’analitzador no tan estés, degut al seu elevat cost, son els analitzadors de
triple quadrupol (QQQ), els quals estan constituits per dos quadrupols separats per una

cel-la de col‘lisio.

En un espectrometre de masses de triple quadripol, els ions passen des de Q1 a Q; a alta
velocitat (cel-la de col-lisid) i realitzen col-lisions amb un gas de fons (Ar, N,,...). Aquestes
col-lisions de baixa energia, transfereixen I'energia cinetica de I'ié que entra en energia
interna. L’augment d’energia interna dona coma resultat una descomposicié unimolecular
dels ions de l'analit. Els ions fragmentats s’analitzen al Qs. Els espectres de masses de
triple quadrupol mostren tipicament un i6 majoritari amb els ions percussors en menor

abundancia.
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L’energia de la col'lisi6 amb el gas es pot variar per tal d’obtenir diferents graus de

fragmentacio. Els fragments resultants son analitzats en el segon quadripol, utilitzat també
en mode SIM o SCAN.

A la Figura 2.20. es mostra I'esquema d’un triple quadrupol.

ESI Source Q1 W= =

Figura 2.20. Esquema d’un espectrometre de masses triple quadripol Font: U.S Environmental
Protection Agency, www.epa.gov)

Un instrument de triple quadripol pot ser utilitzat de diferents maneres, les quals

s’expliquen a continuacio:

1. Constant Neutral Loss: El primer i tercer quadripol s’utilitzen en mode SCAN.

2. Multiple Reaction Monitoring (MRM): Els dos quadripols operen en mode SIR, util

per a treballar amb matrius molt brutes.
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3. Daughter lon: El primer quadrupol opera en mode SIR i s'utilitza per seleccionar el
primer i6 , el qual és fragmentat a la cel-la de col-lisi6 generant els ions precursors (i0
fill) i detectats en mode SCAN.

4. Parent lon: El primer analitzador, utilitzat en mode SCAN, selecciona els ions pare.

El segon analitzador, utilitzat en mode SIM, monitoritza un fragment especific.

Tenir dos analitzadors incrementa la selectivitat. El senyal de I'i6 disminueix durant la

transmissio, el soroll també disminueix , millorant la relacié senyal/soroll.
Quan es realitza una quantificacio, I'etapa de ionitzacio, que té lloc a la font, és la més

important. La preséncia de compostos interferents a la font poden causar efectes

inesperats com la ionitzacio d’analits interferents.
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PART EXPERIMENTAL I DISCUSSIO DE RESULTATS

Per tal d’assolir 'objectiu de conéixer si els fongs dels géneres Aspergillus i Penicillium
soén capacgos de produir aflatoxines o OTA durant el procés de compostatge, la part
experimental de la tesi doctoral conté la metddica de recuperacio, aillament, cultiu i
identificacié dels microorganismes presents en les diferents mostres analitzades de

compost procedents de diferents matéries primeres.

També conté questions relacionades amb els fongs potencialment micotoxigénics
aillats de les diferents mostres de compost per veure si sobn o no productors
d’'aflatoxines o ocratoxina A, mitjangant diferents técniques cromatografiques. Per
ultim, es realitzen diferents assajos amb dues soques de fongs provinents de la
Col-leccid Espanyola de Cultius Tipus i que estan descrits com a productors de
toxines, Aspergillus paraciticus CECT 2681 i Aspergillus ochraceus CECT 2948, per
comprovar com varia la produccié d’aquests metabdlits secundaris segons quines

hagin sigut les condicions a les quals s’ha sotmés la soca.

Les mostres de compost que s’analitzen son diverses: un primer grup sén preses
durant el procés de compostatge de les plantes de Blanes i Manresa; dues son de
compost casola en l'estadi final de la seva produccié; dues més procedeixen de la
planta de tractament de residu solid urba de Can Barba (Vallés Occidental) i, per ultim,

s’analitzen dues mostres de compost procedents de femta de cavall.

Els assajos realitzats per comprovar la produccié de micotoxines s’han efectuat a partir
de les soques de control Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus ochraceus
CECT 2948 sobre arros i compost. També s’ha comprovat la capacitat micotoxigénica
dels fongs dels géneres Aspergillus i Penicillium aillats de les diferents mostres sobre

els substrats esmentats anteriorment.
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3.1. Consideracions prévies.

3.1.1.Mesures de seguretat.

En un laboratori que es ftreballi amb micotoxines, especialment aflatoxines i

ocratoxines, cal que es tinguin en compte les seglients mesures de seguretat:

Utilitzar guants i ulleres de laboratori.

Tot el material de vidre o plastic que entra en contacte amb la toxina cal que
sigui descontaminat amb el procés descrit per Castegnaro et al. 'any 1980. El
material es submergeix en un contenidor que contingui una solucié aquosa al
5% en hipoclorit i es deixa reposar durant 30 minuts. A continuacio el pH de la
solucié s’ajusta entre 7.8 i 8.0 amb I'addicio6 d’HCI (2M). Posteriorment se i
addiciona la quantitat d’acetona necessaria per tal de que estigui a una
concentracio del 5% i es deixa reposar 30 min més. Aquest procés converteix

les aflatoxines en els dihidroxiderivats que no sén cancerigens.

Les precaucions que cal tenir en compte per garantir la seguretat i estabilitat dels

patrons son:

Es convenient que abans d'utilitzar el material, aquest es tracti amb &cid
sulfuric (2M) durant varies hores i es netegi abundantment amb aigua per

eliminar traces d’acid.

Protegir els patrons de la llum i mantenir-los entre 3 i 5°C a la foscor, utilitzant

paper d’alumini o material de vidre de color topazi.
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3.1.2. Mesures d’esterilitat.

En microbiologia és molt important treballar en condicions el més aséptiques possibles
per evitar possibles contaminacions (majoritariament d’origen ambiental) durant les

analisis que s’efectuen.

La preséncia de microorganismes que contaminen I'ambient o els instruments de

treball fa que sigui necessari eliminar-los; aixd s'aconsegueix mitjangant I'esterilitzacio.

Per aconseguir I'esterilitat del material, en aquest treball s’utilitza I'autoclau. L'autoclau
esterilitza mitjangant calor humit. Aquest s’obté per escalfament de I'aigua d’un diposit

hermétic.

L’esterilitzacié es duu a terme a 1 atmosfera de sobrepressid i a una temperatura de
121°C durant 30 min. El material de vidre també s’introdueix dins, embolicat en paper
d’alumini. El material metal-lic de mida petita s’esterilitza per calor directe, sotmetent-lo

a la flama d’'un encenedor d‘etanol.

Les operacions de preparacido de medis de cultiu i la manipulacid de mostres, s’han

realitzat a I'interior d’'una cabina de flux laminar.

Els aparells que s’han utilitzat en aquest treball sén:

Autoclau AUTOTESTER E 75 L (JP Selecta; IQS-MICRO-FI-O054), de 75 L de

capacitat, temperatura regulable de 105 a 134°C. Temps de 0 a 60 min.
Cabines estérils BV-100 (IQS-MICRO-FI-0019) i AH-100 (IQS-MICRO-FI-0018)

(Telstar), de flux laminar d’aire vertical i horitzontal respectivament, possibilitat

d’irradiacié amb llum UV i una velocitat de flux d’aire de 0,4m/s.
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3.1.3. Preparacio de patrons.

En totes les analisis cromatografiques realitzades s’ha injectat també un patré d’'una
barreja de les aflatoxines G,, G4, By, B4 i, en alguns casos, de 'OTA. La concentracio
d’aquest patré injectat ha variat segons la sensibilitat de I'equip o de la técnica

utilitzades.

Les dilucions dels patrons s’ han realitzat sempre a partir d’'una dissoluci6 mare de
patré preparada a partir de 5 mg d’aflatoxina G,, G,, B,, B (Sigma-Aldrich) per separat
en matrassos aforats de 50 ml amb metanol qualitat HPLC (Merck). La concentracié de

cada una de les dissolucions mare de les aflatoxines és de 100 mg/L.

La dissolucié mare d’ocratoxina A s’obté dissolent 10 mg de toxina (Sigma-Aldrich) en
100 mL d’acetonitril qualitat HPLC (Merck). La concentracié de la dissolucio mare és
de 100 mg/L.

La dilucié per a preparar el patré de la barreja d’ aflatoxines sempre s’ ha realitzat amb
una mescla MeOH:H,O de proporcié (70:30) en el métode d’extraccié dels cartutxos o
bé (60:40), proporcié de la fase mobil del gradient inicial en els métodes utilitzats en

cromatografia liquida.

3.1.4. Recuperaci6 de soques liofilitzades.

L’etapa inicial consisteix en recuperar les soques liofilitzades obtingudes a partir d’'un

banc de cultius.

En la present tesis doctoral es treballara amb dues soques de col-leccio, la soca
Aspergillus ochraceus CECT 2948 i la soca Aspergillus parasiticus CECT 2681,
procedents de la Col-leccié Espanyola de Cultius Tipus, descrites com a productora
d’OTA i de les aflatoxines B4, G4, B, i G, respectivament. La soca liofilitzada es
subministra dins d’'una ampolla de vidre. Per recuperar-la, amb I'ajuda d’una llima, es
fa un tra¢ profund a la part superior de la zona del tub que conté el cotd. Per tal de
provocar I'entrada d’aire al liofil, s’escalfa a la flama la punta de 'ampolla i es deixen

caure unes gotes d’aigua estéril sobre la mateixa perqué el vidre s’esquerdi.
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Si el tub no es trenca per la zona ratllada es déna un cop sec amb unes pinces.
Immediatament després d’obrir 'ampolla, s’afegeixen en condicions estérils de 0.2 a
0.3 ml de brou extracte de malta amb una pipeta Pasteur i es resuspén el lidfil, evitant

la formacio de bombolles d’aire tal i com il-lustra la Figura 3.1.

D

Figura 3.1. Esquema de recuperacié de soques liofilitzades (Font: Col-leccié Espanyola de
Cultius Tipus).

Es sembra la soca en plaques Petri d’agar patata glucosa i s’incuben a 27°C en

atmosfera aerobia durant 14 dies.

Transcorregut el temps d’'incubacié es realitzen dues preparacions en fresc, una de
cada soca recuperada per ser observades al microscopi optic. Per fer-ho, es diposita
una gota d’aigua desionitzada en un portaobjectes. Amb una nansa de Kolle,
préviament esterilitzada a la flama del Bunsen, es diposita una mostra de fong sobre
l'aigua. Es cobreix amb el cobreobjectes i es passa a observar al microscopi. Les
descripcions fenotipiques tant macroscopiques com microscopiques de les dues
mostres coincideixen amb les descrites en els tractats de Raper i Fennell (1965) i
Samson et al. (2000), la qual cosa porta a la confirmacio que es treballara amb el cultiu

recuperat correctament.
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3.2. Tipus de mostres.
Les depuradores de Blanes i Manresa tenen diferents maneres de produir el compost.

Aquest fet fa que la naturalesa de les mostres procedents d’un i altre lloc sigui diferent.

La tipologia d’ambdds tipus demostres és descriu als apartats 3.2.1 i 3.2.2 junt amb el
seu procés de produccid. A l'apartat 3.2.3 s'inclou I'explicacié de la produccio del
compost casola produit a Pineda de Mar. Per ultim als apartats 3.2.3 i 3.24
s’expliquen els sistemes de produccio del compost de Can Barba procedent de Residu

Solid Urba i el sistema de produccio d’ adob de cavall a partir de femta de cavall.

3.2.1. Sistema de produccié de Blanes i el seu compost.

La depuradora de Blanes és del tipus biologic. Un cop separat el fang de les aigles,

aquestes sén tornades al riu Tordera després d’haver rebut el tractament adient.

La totalitat dels fangs primaris (si n’hi ha) i una part dels fangs secundaris,
excessivament liquids per als usos posteriors que se’n puguin derivar, es concentren i

deshidraten (moltes vegades amb una fase prévia de digestio).

L’espesseiment dels fangs s’aconsegueix introduint-los en un dipdsit decantador
(anomenat espesseidor) on, en el cas dels fangs primaris, es concentren al fons per
gravetat. Els fangs biologics o secundaris pel fet de ser més lleugers, es poden
concentrar en un diposit espesseidor diferent, per sistema de flotacio, se'ls concentra i
recull, superficialment, mitjangant la generaci6 de bombolles molt fines d’aire.
L’extraccié o purga dels fangs del fons dels dipdsits decantadors s’efectua a través del

bombejament de purga de fangs.

Els fangs produits tenen un volum considerable, tot i aixi perd, s’han d’evacuar. En
algunes variants d’aquest procés es poden tractar novament amb la intencié de reduir-
ne el volum. Un cop espesseit el fang, s’envia als diposits anomenats digestors on
s’efectua la digesti6 anaerdbia del fang; una part dels compostos organics es
transformen en meta i altres gasos i s’aconsegueix reduir la proporcié en matéria
organica. Part d’aquest gas s’empra directament per a la calefaccié dels digestors per

mantenir-los entre 30 i 37°C durant un periode minim de 25 dies.
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El fang passa a continuacio a I'etapa de deshidratacid, on se n'elimina la major part
d’aigua mitjangant centrifugacid, per fer-lo menys volumindés i més economic de

transportar i transformar.

En aquesta planta de compostatge, el compost es produeix en piles estatiques
airejades. Un cop el fang deshidratat s’ha barrejat amb estelles de pi es diposita en
tunels especials que airegen la mescla a través d'orificis presents al terra, aquest
procediment dura 15 dies. Posteriorment, es separen les estelles des de 20 a 10 mm
per aprofitar-les per altres processos de compostatge. Finalment, es trasllada el fang a

I'area de maduracio on s’hi estara d’un a tres mesos amb volteig ocasional.

En aquest treball, s’han analitzat un total de sis mostres procedents de la planta de
Blanes, una correspon a l'inici del procés dins del tunel (B inici), la seglent és del final
del tunel (B final tunel), la tercera és als 15 dies de maduraci6 (B15), la quarta a un
mes de maduracié (B1mes), la penultima és als dos mesos de maduracié (B2mesos) i
l'ultima és del compost final (B3mesos). A la Figura 3.2. es mostra el compost final de
la depuradora de Blanes

Figura 3.2. Fotografia del compost final de la depuradora de Blanes obtingut I'any 2007

73



PART EXPERIMENTAL I DISCUSSIO DE RESULTATS

3.2.2. Sistema de produccié de Manresa i el seu compost.

La planta de compostatge de Manresa és del tipus aerdbic, també anomenat no
intensiu (obert o de piles). La planta composta el seu fang deshidratat i també fang

provinent d’altres depuradores.

A la depuradora de Manresa, un cop s’ha separat el fang de les aiglies depurades,
aquest entra a la linia de fangs i es sotmet primer a un procés aerdbic i després a un
altre d’anaerodbic. El fang digerit es deshidrata a través d’'un filtre banda, obtenint el

fang deshidratat. A partir d’aquest fang deshidratat s’obté el compost.

El compostatge es fa en canals, per aixd quan es té la barreja del fang amb les
estelles de pi (el fang també es barreja amb residus de café) entra al tunel de
compostatge i es va removent i airejant fins que als 15 dies arriba al final del tunel.
Dins dels tunels el compostatge és continu, ja que va entrant mescla nova a I’ inici del

canal de manera constant.

Finalment la mescla compostada és traslladada a I'exterior on estara durant tres
mesos en forma de pila a temperatura ambient. Durant aquesta etapa de maduracié, la
temperatura i el pH s’estabilitzen. Si el pH és acid indica que el compost encara no
esta madur. Els actinomicets adquireixen especial importancia en la formacié d’acids
humics i sén freqlentment productors d’antibidtics que inhibeixen el creixement de
bacteris i altres patdgens. El color del producte final ha de ser negre o marro fosc i la

seva olor a terra de bosc.

Es necessari assegurar l'aireacié a través d’un volteig mecanic ocasional i la humitat a
través d’addicié d’aigua quan sigui necessari. En aquesta etapa es donen reaccions

secundaries de condensacio i polimeritzacié de 'lhumus.

Al final del procés de compostatge, el volum del fang es redueix fins un 50% en volum i
un 40% en pes. Per contra, la matéria organica i els contaminants no biodegradables
es concentren. Per aix0 és important saber la qualitat del fang de partida, perqué la

qualitat del compost disminuira com més contaminants tingui i més toxics siguin.
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Quan el compost ja esta madur, es fan les segtients operacions per a finalitzar-lo:

» Pas a través d’'un garbell rotatiu de xarxa estreta que separa el compost ja fet de les

particules grans.

* En el mateix garbell rotatiu hi ha un aspirador o ciclé incorporat que s’emporta les

petites particules de plastic que encara hi pugui haver i que es portaran a 'abocador.
Finalment, el compost ja elaborat passa per una taula on per vibracié es separen les

particules més pesants com poden ser trossos petits de vidre, metalls, pedretes. Una

vegada el compost s’ha refinat ja esta a punt per a ser utilitzat com a adob.
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En aquest estudi, s’han analitzat un total de set mostres procedents de la planta de
compostatge de Manresa. Una correspon a l'inici del tunel (Minici), després s’analitza
una mostra de la meitat del tunel (Mmeitat tunel), la segient és del final del tunel
(Mfinal tunel), la quarta és als 15 dies de maduracié (M15), la cinquena a un mes de
maduracié (M1mes), la penultima és als dos mesos de maduracié (M2 mesos) i la

ultima és del compost final (M3 mesos).

A la Figura 3.3. es pot veure una mostra del compost de Manresa final.

Figura 3.3. Mostra del compost final de la depuradora de Manresa I'any 2007

3.2.3. Sistema de produccioé casola i el seu compost.

El compost analitzat en aquest treball ha estat produit a la zona del Maresme a partir
de, majoritariament, residus vegetals de cuina i restes de menjar. També conté una

petita part de gespa segada.

Aquest compost s’ha elaborat dins un compostador per resguardar-lo de les

incleméncies del temps, per evitar que es ressequi o s'humitegi excessivament.

El temps que s'espera per tal d'obtenir el compost sol ser des de 5 mesos a un any.
Passat aquest periode, el seu aspecte és el d’'una terra de color negre o marré fosc,
que taca molt poc les mans perqué no és gaire humida, i no s'hi reconeix cap resta de

la matéria organica que s’ havia abocat al compostador.
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En el present treball, s’han analitzat dues mostres de compost casola en el seu estadi

final.

3.2.4. Sistema de produccié de la planta de Can Barba partir de residu
solid urba.

La Planta de biometanitzacié i compostatge de Can Barba es troba situada al terme
municipal de Terrassa. Aquesta planta té una capacitat per tractar 20.000 t/Any de
fraccid organica del residu municipal, obtenint compost i biogas. La produccié de
biogas és molt important ja que permet l'autogestié energética de la planta i la venda

de I'energia que sobra a la xarxa eléctrica.

El procés de producciéo de la planta de Can Barba comenca amb una fase de
pretractament on es seleccionen els residus i s’Thomogeneitzen per a ser conduits al
modul de biometanitzacid mitjangant una cinta transportadora. Alla es realitza una
digestio anaerobica de la matéria organica inferior a 40 mm de diametre de particula a

temperatura termofila (50-55°C).

El resultat és un digest que sera compostat aerobicament. De la biometanitzacio i el
compostatge s’obté el biogas. El procés de compostatge que es duu a terme és
'anomenat procés mixt i consta de dues fases: una fermentacié controlada de la
matéria organica en tunels i una posterior maduraci6 també controlada per

voltejadores.

El digest resultant de la biometanitzacié es barreja amb matéria organica superior a 40
mm de diametre i s’homogeneitza, s’introdueix dins dels sis tunels que té la planta per
comencar la fermentacié aerdbica durant set dies.

Els tunels estan aprovisionats de petits forats per on circula l'aire, i les condicions
d’humitat, temperatura, nivell d’oxigen, etc. de tots ells sén controlades a través de

Sensors.

La zona de maduracié conté quatre piles de compost i serveix per acabar d’estabilitzar
el producte obtingut després de la fermentacioé aerobica. Les piles sén voltejades amb
una periodicitat d'un o dos dies, fins que els parametres controlats, sobretot la

temperatura, s’estabilitzen.

Finalment, el compost sera sotmés a una etapa de refinament que consta de dues

fases: la fase de cribratge i la fase de separacio per densitat de particules.
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La fase cribratge es realitza mitjangant vibracio; les particules de menor mida de
particula sén conduides a la taula del densimetre on s’eliminen elements com plastics,
pedres, etc. Per acabar el compost s’emmagatzema per a la seva posterior

comercialitzacié. (www.ccvoc.org).

A la present Tesis doctoral s’han analitzat dues mostres de RSU compostat

anomenades RSUfinal.

3.2.5. Sistema de produccié de compost de cavall a partir de fems de

cavall.

El compost de cavall aporta uns nutrients molt importants pel sol, és per aquest motiu
que la seva utilitzacié com a adob aporta als ramaders una font extra d’ingressos. La
seva composicio resulta diferent segons la proporcio de fems i d’altra matéria organica

utilitzada.

Els fems de cavall com a adob es poden utilitzar basicament de dues maneres
diferents: la primera és apilar-los i escampar-los al camp sense barrejar-los amb cap
més material i la segona és barrejar-los en diferents proporcions i materials com restes

de gespa, fulles de jardi i deixalles organiques.

El compost de fems de cavall, s’'obté combinant diferents quantitats de femta de cavall
i en molts casos també de vaca amb diferents proporcions de restes de poda. La
temperatura es sol mantenir constant a 50°C durant tres setmanes. El producte es
doéna per acabat al cap d’'un mes i mig. EI compost final s’Thomogeneitza i s’obté una
mida de particula que en facilita la seva aspersio pel camp i el bon creixement de les

plantes en testos (www20.gencat.cat).

En el transcurs del treball s’ha analitzat una mostra procedent de fems de cavall en

I'estadi final de la seva produccio, CCfinal.
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3.2.6. Recull de les mostres de fang de depuradora urbana i de composts
finals procedents de diferents matéries primeres.

En la present tesi doctoral s’han analitzat un total de 18 mostres. Tretze mostres han
estat preses en el transcurs de la produccié del compost durant 'any 2007. Un total de
set mostres procedien de la planta de compostatge de Manresa i 6 de la planta de
Blanes. Dues mostres de Compost Casola final obtingudes 'any 2008, una de compost
procedent de fems de cavall adquirida I'any 2009 i dues de compost procedents de
residu solid urba que procedien de la planta de Can Barba recollides els anys 2009 i
2010.
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3.3. Analisi microbiologica de les diferents mostres de fang i dels
compost finals.

Per dur a terme l'analisi, el primer que es realitza és la seleccié del medi de cultiu
adient per aconseguir que les condicions de creixement que s’ofereixen als fongs
siguin el més adequades possible. A I'apartat 3.3.1, es descriu amb detall el medi de
cultiu seleccionat (Agar extracte de malta 2%) perqué creixin els fongs filamentosos

objectes del nostre estudi.

3.3.1. Eleccid del medi de cultiu.

Un dels sistemes més estesos per a la identificacié de microorganismes és observar el
seu creixement en medis de cultiu preparats al laboratori. EI medi de cultiu conté tots
els nutrients que necessitara el microorganisme per desenvolupar-se correctament i ha

d'estar exempt de tot microorganisme contaminant.

Perqué els microorganismes creixin correctament en un medi de cultiu aquests s’han
d’'incubar, en les condicions ambientals Optimes per al seu creixement, tenint en

compte la temperatura, el grau d'humitat aixi com el pH adequat.

Els fongs s6n microorganismes que es desenvolupen en substrats que contenen aigua
i matéria organica. Es pot dir que, en general, no tenen requeriments nutricionals
estrictes i que es poden alimentar d’'una gran varietat de substrats. Com a font
d'energia i per a la sintesi d'acids nucleics i proteines utilitzen el carboni que pot

provenir de carbohidrats simples i 0 complexos.

El medi de cultiu que s’ha utilitzat per realitzar el treball és agar extracte de malta al
2%. Es solid i conté els ingredients que es descriuen a continuacié. Les quantitats que

es mostren a continuacio son per 0,5 L d’aigua.

Agar-Agar (10 g), polisacarid sense ramificacions obtingut de la paret cel-lular de
diverses espeécies d'algues vermelles. Quimicament, és un polimer de subunitats de
galactosa. Es dissol en aigua calenta i quan es refreda es torna gelatinds.

L'agar-agar és un solidificant que s'utilitza en la majoria dels medis de cultiu, no té
valor nutritiu per als microorganismes. S’usa tant per al creixement de bacteris com pel

de fongs.
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Peptona (0,5 g), és una barreja complexa de productes resultants de la hidrdlisis de la

carn. Es font de nitrogen i de carboni en menor proporcié.

L’utilitzen molts microorganismes que no solen utilitzar directament les proteines, pero
que en canvi tenen capacitat d'assimilar els aminoacids i altres compostos més

simples de nitrogen presents en la peptona.

Extracte de malta (10 g), és font de carboni i és essencial per aportar els

microelements que requereix el fong per desenvolupar-se.

Glucosa (10 g), és un sucre, concretament un monosacarid, un dels glucids més

senzills. Els microorganismes n’obtenen el carboni. Es pot dir que n’és la font principal.
Clorhidrat d’oxitetraciclina, 30 ppm d’aquest antibiotic d’ampli espectre. Inhibeix

nomeés el creixement bacteria, deixant créixer els fongs filamentosos i els llevats. Els

fongs filamentosos son 'objecte del nostre estudi.
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3.3.2. Recompte de floridures presents en les diferents mostres

analitzades.

El nombre de fongs d'una poblacié es pot determinar utilitzant diferents tipus de
meétodes. En aquest treball, s’ ha optat per realitzar el recompte de fongs viables, és a
dir, aquells que seran capacos de multiplicar-se i formar una colonia. Per aixd s’ha
realitzat un banc de cinc dilucions seriades decimals de cada mostra, banc que

s’ampliava per a les mostres més contaminades.

El métode de les dilucions és una técnica que té una doble finalitat: d'una banda
aconseguir colonies aillades a partir d'una mostra i d'altra banda, permetre estimar la

quantitat d'unitats formadores de colonia (ufc) presents.

La unitat colonia no és una classificacid taxonOmica, siné funcional. En cas dels
microorganismes, es considera que cada colonia prové d'un microorganisme diferent,
d’una unica cél-lula, que utilitza el medi de cultiu com a font nutritiva per a reproduir-se.
Gracies a aquest fet, és produeix una unitat (colonia) diferenciable de les altres que hi

ha a la placa i es pot efectuar el recompte.

El nombre total de ufc s’obté mitjangant una mitjana aritmética ponderada de totes les
plagues en les quals s’ha obtingut un recompte valid de colonies.

L’equacio 3.1, on el numero de colonies és el que es compta a la placa, D correspon a
la dilucié de la placa on s’han contat les coldnies i V indcul és el volum de mostra

sembrat a la placa és la que s’ utilitza per efectuar el calcul de les ufc.

Numero Colonies

ufe = D * Vinocul

Equacié 3.1. Unitats formadores de colonies.

Per a dur a terme el recompte, s’ha d’aconseguir una suspensio de microorganismes a
partir de la mostra inicial, amb un grau de dilucié que ens permeti, a partir de la
sembra d’un volum concret en placa, tenir una quantitat de colonies suficientment
separades i que es puguin comptar (és a dir, no tenir creixement confluent o en gespa)

i que es trobin dins dels marges preestablerts.

En el cas dels fongs, es considera que una sembra és adequada per aquesta fi quan a

la placa s’hi desenvolupen entre 10 i 100 colonies.
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Per a realitzar el recompte de floridures de les mostres analitzades en aquest treball,

s’ha seguit el procediment que es descriu a continuacio:

Es pesen 25 g de cada mostra de compost i es suspenen en 225 ml de solucié salina esteéril
(0,85% NaCl en aigua) obtenint la dilucio 10", A continuacié s’efectua el banc de dilucions
disposant de tubs d'assaig que contenen 9 ml de seérum fisiologic esteril (0,85% NaCl).
Mitjangant una pipeta estéril es pren 1mL de la dissolucié 10" i es diposita en el primer tub
obtenint la dilucié 102. S’ agita fins a aconseguir una suspensié homogeénia. Es repeteix el
procediment fins a preparar tot el banc de dilucions. De cada tub se’'n sembren 0,1 ml en sis
plaques de petri que contenen el medi de cultiu optim per fer créixer els microorganismes en el

nostre cas, agar extracte de malta al 2%.

La Figura 3.4. il-lustra el procediment utilitzat per a realitzar el banc de dilucions.

1.0 mL 1.0mi 1.0 L 1.0mL

W,
0.1 ml
[
- 3
\1—~ ...... ——

Figura 3.4. Esquema per a la realitzacié d’un banc de dilucions.

Un cop obtingut el banc de dilucions amb la pipeta esteril es pren 0.1 ml de la suspensié de
la mostra. Es destapa lleugerament la placa i es dipositen sobre el medi, centrats. A
continuacio es pren la nansa de Digralsky, es submergeix en alcohol i es porta a la flama del
bec bunsen, s’aparta i es deixa que es consumeixi I'alcohol.

Es deixa refredar una mica i, destapant el minim la placa de petri, s’hi introdueix la nansa i es
distribueix uniformement la mostra per la superficie del medi fins que la nansa no
lisca.S’inverteix la placa per portar-la a incubar. En aquest treball s’han sembrat totes les
dilucions sis vegades i s’han portat a incubar les plaques en posicié invertida a 27°C
(creixement dels fongs mesofils) i a 55°C (creixement dels fongs termofils) durant 7 dies.
Transcorregut aquest temps es compten les colonies tenint en compte que s'han sembrat 0.1

ml.

De les sis plaques sembrades per a cada dilucio, tres s’incuben a 27°C, per a
comprovar el creixement dels microorganismes mesofils i tres a 55°C, per a comprovar

el creixement dels termofils. Les plaques s’incuben durant 7 dies.
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Passat el temps d’incubaci6 es passara a comptar el numero de coldnies
desenvolupades a cada placa i es calcularan les unitats formadores de colonia (ufc)

segons I'equacio 3.1.
A la Figura 3.5. es pot observar el resultat de la sembra de la mostra de compost de

Manresa per a cada una de les dilucions en solucio salina esteéril realitzada, de 10 .

fins a 10 sembrat sobre agar extracte de malta al 2%. La incubacié s’ha realitzat a

27°C durant 7 dies.
n - F
‘JL&— . t -

F F ¥ "
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Figura 3.5. Sembra de la mostra de compost de Manresa per a cada una de les dilucions
realitzades des de 10 "' fins a 10 ® sembrat sobre agar extracte de malta, incubat a 27°C durant
7 dies.

Els fongs detectats a partir de les mostres obtingudes en els processos de
compostatge d’ambdues plantes (Blanes i Manresa) i en els diferents sistemes de
produccié dels compostos finals procedents de diferents matéries primeres, els fongs

presents son en la seva major part mesofils.
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A la Taula 3.1. es mostren els resultats de les plaques incubades a la temperatura de
27°C. En el cas de les plaques incubades a 55°C, en tots els casos es va obtenir un

recompte d’ufc/placa inferior o igual a 10.

Mostra n=3
T=27°C ufc/ g DesVest %
Minici 1.1 x 107 14,14
Mmeitat tunel | 3.0 x 10° 10,60
Mfinal tanel 5.1 x 10* 4,94
M15 dies 9.5x10° 0,70
M1mes 2.7.x 10* 3,53
M2 mesos 6.8 x 10° 2,82
Mfinal 8.0 x 10° 12,02
Binici 3.2x10° 9,19
Bfinal tunel 2.4 x 10* 8,48
B15 dies 4.4 x10° 7,77
B1mes 8.1x10° 11,31
B2 mesos 8.2 x10° 10,60
B final 1.5.x 10° 7,77
Casola 1 >10°8
Casola 2 >108
RSU 1 6,35x10° 4,94
RSU 2 1,35 x 10* 9,19
ccC <10

Taula 3.1. Resultat de les ufc per a cada mostra analitzada. M: mostres de Manresa, B: mostres
de Blanes, Casola: compost casola, RSU: Residu solid urba i CC: Compost de cavall

Com es pot veure a la Taula 3.1, els valors de les ufc/g segueixen una tendéncia
decreixent en ambdues tipologies de compost des del fang deshidratat inicial fins a
l'inici de l'etapa de maduracié (B15, M15); moment en qué les ufc/g augmenten

progressivament fins arribar al compost final (B3 mesos, M3mesos de maduracio).

Es pot observar com els fangs de depuradora que arriben a la planta de compostatge
de Manresa contenen més fongs que els que arriben a la planta de Blanes, malgrat
aixd, un cop el compost ha arribat als 3 mesos de maduracid, conté més

microorganismes el de Blanes que el de Manresa.
El compost casola és el que presenta el valor més elevat d’ufc, seguit del de Manresa,

el de Blanes, el Compost RSU i finalment, pel compost procedent de fems de cavall
(CC).
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3.4. Identificacio dels fongs presents a cada mostra de fang i dels
composts finals a nivell de génere segons I'observacié macroscopica i
microscopica de les colonies.

A continuacid, es presenta com s’han identificat els fongs de les diferents mostres
analitzades tenint en compte les seves caracteristiques microscopiques i
macroscopiques. Val a dir que cada fong té uns trets diferencials concrets que ajuden

a realitzar la identificacio.

La primera identificacié que s’ha efectuat de les diferents plaques de cada mostra ha
estat a nivell visual. Des d'un punt de vista morfologic, es poden estudiar les
caracteristiques de les coldnies, la seva mida, aspecte dels marges (llis, rugés,
ondulat, ramificat, etc.), preséncia de brillantor, color, etc. Aquestes caracteristiques
perd son molt subjectives i estan sotmeses a moltes variacions, depenen del grau de
desenvolupament del fong i de les condicions en qué aquest ha crescut. Per aix0 és
molt important I'estandarditzacié del medi de cultiu i les condicions d’incubacié en les

que creixeran els fongs per a ser identificats.

Per observar les caracteristiques microscopiques, es realitza una preparacio en fresc
que s’observa amb el microscopi optic. Per fer-ho, es diposita una gota d’aigua
desionitzada en un portaobjectes. Amb la nansa de Kolle, es pren una petita part del
fong que es diposita sobre la gota d’aigua. Es cobreix amb un cobreobjectes i

s’observa al microscopi, normalment fins a uns augments de x400 o x1000.

Un cop s’han identificat els fongs, es conserven els que tenen capacitat potencial
reconeguda de produir les toxines d’interés per al nostre estudi, concretament els del
genere Aspergillus i Penicillium. Per fer-ho, es resembren els fongs en el mateix medi
de cultiu que s’ha utilitzat per sembrar cada una de les mostres inicials, per tal
d’obtenir una coldnia provinent d’'un Unic microorganisme. Els cultius s’incuben durant
7 dies a 27°C i passat el temps d’incubacié, es comprova que els cultius siguin purs
mitjangant microscopia i es sembren en arrds segons el métode recomanat per la Food

and Drug Administration i que es descriu a I'apartat 3.5.1.

Per a realitzar la identificacio dels géneres de fongs presents en les mostres
analitzades, és realitzen dos passos: el primer és observar la colonia
macroscopicament i el segon es realitzar una preparacio en fresc del cultiu i observar-
lo al microscopi. A continuacié es presenten els fongs identificats amb una explicacié

dels detalls macroscopics i microscopics caracteristics de cada un d’ells.
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S’acompanya I'explicacié amb una o bé dues figures. Aixi, sempre es mostra el dibuix
del fong que s’ha observat al microscopi i, en alguns casos, I'aspecte macroscopic de
les colonies aillades i fotografiades al laboratori. El text utilitzat per a poder identificar
el fong a partir de les dades de les colonies i de I'observacio realitzada al microscopi

ha estat “lllustrated genera of imperfect fungi” (Barnett et Hunter et al.,1972).

1.-Aspergillus Caracteristiques macroscopiques: Les coldnies presenten
tonalitats variades: blanquinoses, grogoses, negres, verdes en créixer sobre

agar extracte de malta al 2% a 27°C incubat durant 5-7 dies.

Caracteristiques microscopiques: S’observa un miceli a la base del qual es
poden diferenciar els conididfors. La vesicula, els fialids i les métules, si
existeixen, formen el denominat cap conidial juntament amb els conidis que
s’originen a partir dels fialids. Els conidis originen cadenes que poden ser
compactes o divergents, son unicel-lulars de mida variable i poden ser

lleugerament pigmentats

-

Figura 3.6. Aspergillus. Colonia sobre agar i dibuix del fong observat al microscopi.
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2.-Mucor Caracteristiques macroscopiques: El color de les coldnies és
blanquinés a l'inici, amb el temps canvia a marrd. El revers de la colonia és
blanquinds. Al ser incubat en PDA (Potato Dextrose Agar) durant 5-7 dies a

27°C. La textura és semblant al coto fluix.

Caracteristiques microscopiques: Les hifes sén majoritariament hialines o
poden ser pigmentades en algunes especies. Les zigoespores no tenen

apendixs.

Figura 3.7. Mucor. Colonia sobre agar i dibuix del fong observat al microscopi.

3.-Penicillium. Caracteristiques macroscopiques: Generalment sén de color
verd, a vegades poden prendre tonalitats blanques o grogoses, fins i tot
vermelloses, al ser incubat en Agar extracte de malta al 2% durant 7 dies a
27°C. La textura de les colonies pot ser polsosa, llanosa, vellutada, depenent d’

on neixin els conidis.

Caracteristiques microscopiques: Miceli de base molt dens a partir del qual es
diferencien els conididfors. Els pinzells estan constituits per fialids, métules i
branques. La disposici6 i numero d’aquestes estructures son criteris
taxonomics fonamentals per a la diferenciacié a nivell d’ espécie. A partir dels
fialids s’originen els conidis que son hialins o lleugerament pigmentats i poden

tenir les parets llises o rugoses.

J\
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Figura 3.8. Penicillium. Colonia sobre agar i dibuix del fong observat al microscopi.
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4.-Cladosporium. Caracteristiques macroscopiques: Colonies de color verd,
marrdé o gris. Son de textura vellutada i, si es dona molta formacié de conidis,
poden prendre un aspecte polsos al ser incubat en PDA durant 10 dies a 25°C.
El revers de les colonies és molt fosc, sent aquest un dels trets diferencials més
importants.

Caracteristiques microscopiques: Els conidis es troben en cadenes llargues i
curtes, aquests son de morfologia diversa i de parets llises o rugoses segons
'espécie. Les cadenes de conidis son molt fragils.

Figura 3.9. Cladosporium. Dibuix del fong observat al microscopi.

5.-Fusarium. Caracteristiques macroscopiques: Les colonies creixen cobrint la
placa de petri i poden prendre des de colors de tonalitats suaus, com per
exemple blancs i cremosos, o bé colors més vius com roses o vermells al ser
incubat sobre PDA durant 6 dies a 25°C.

Caracteristiques microscopiques: La caracteristica microscopica més rellevant
és la forma i la mida dels conidis. Els macroconidis tenen forma de falg i sén
multiseptats. Els microconidis sén generalment unicel-lulars i prenen formes
corbades o ovoides.

4y

Figura 3.10. Fusarium. Coldnia sobre agar i dibuix del fong observat al microscopi.
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6.-Geotrichum. Caracteristiques macroscopiques: Colonies que creixen rapid i
que presenten un color blanc gris al ser incubades en PDA durant 7 dies a 27°C.

Moltes vegades aquest color de les coldnies pot canviar a groc.

Caracteristiques microscopiques: No tenen conididfors. Els conidis sén
unicel-lulars i es disposen en cadenes, aquestes son fruit de la fragmentacioé d’

hifes no diferenciades.

Figura 3.11. Geotrichum. Colonia sobre agar i dibuix del fong observat al microscopi.

7.-Rhizopus. Caracteristiques de les colonies: Inicialment sén blanques, pero
després poden adoptar tonalitats grisoses al ser incubades sobre Agar
Sabouraud durant 5 dies a 25-27°C.

Caracteristiques microscopiques: El miceli no té septes. Els esporangis son
generalment de mida gran. La columnella és de color marré. Els conidis tenen

forma el-liptica, amb nombroses estries a la superficie i presenten angles

irregulars.

e o

Figura 3.12. Rhizopus. Dibuix del fong observat al microscopi.
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8.-Absidia. Caracteristiques macroscopiques: les coldnies es desenvolupen al
ser incubades sobre Agar Sabouraud als quatre dies d’incubacié, a 27°C,
ocupant la totalitat de la placa de Petri. S6n coldnies de textura semblant al

coto fluix, de colors que viren del blanc al cru.

Caracteristiques microscopiques: Els esporangiofors sén hialins o pigmentats,
segons l'espécie, poden tenir les parets llises o lleugerament rugoses. La seva

columnella és hialina i pren una forma que pot ser globosa o ovoide.

Figura 3.13. Absidia. Dibuix del fong observat al microscopi.

9.-Acremonium. Caracteristiques macroscopiques: Les coldnies tenen un
creixement molt lent. Aquestes presenten un aspecte cremds de textura suau,
el seu color habitual és el verd virant a groc i gris a mesura que passen els dies
d’'incubacié. El medi de cultiu utilitzat és I'Agar Sabouraud i s’incuben a 28°C
durant 4-6 dies. El revers és de color marrd, amb pigments foscos que difonen

en el medi.
Caracteristiques microscopiques: Els conidis son generalment unicel-lulars.
S'agrupen entre ells als extrems dels fialids, gracies a una substancia

enganxosa, en forma de pilota. El conididfor presenta fialids llargs i rectes que

acaben amb forma de punta.

Figura 3.14. Acremonium. Dibuix del fong observat al microscopi.
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10.-Trichoderma. Caracteristiques macroscopiques: Les colonies inicialment
soén blanques i amb textura de coté fluix; quan ja son madures es tornen de
color verd fosc. Es habitual observar colonies ratllades, alternant una banda
prima i incolora amb una altra d’ampla i de color verd fosc, al ser incubades
sobre PDA durant 5 dies a 25°C.

Caracteristiques microscopiques: Els conidiofors sén molt ramificats i formen
grups de fialids. Els conidis son unicel-lulars i formen uns agregats molt
caracteristics. Son de parets llises o rugoses. Moltes espécies formen

clamidospores terminals.

Figura 3.15. Trichoderma. Colonia sobre agar i dibuix del fong observat al microscopi.

11.-Nigrospora Caracteristiques macroscopiques: Les colonies presenten un
aspecte compacte, amb una textura que recorda a la del cot6 fluix. Inicialment
son de color blanc, passant per coloracions grises o negres al madurar els
conidis, al ser incubades sobre PDA durant 7-13 dies a 25°C. El revers és de

color negre.

Caracteristiques microscopiques: Els conididfors son hialins, a la zona

intermédia sén amples i en el punt de formacié dels conidis sén prims.

.

Figura 3.16. Nigrospora. Dibuix del fong observat al microscopi.
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12.-Paecilomyces. Caracteristiques macroscopiques: Les colonies creixen
rapidament en el medi de cultiu PDA o bé AEM i maduren en 3 dies. Poden
créixer bé a temperatures altes, 50°C. Les coldnies tenen una textura,
polsegosa o envellutada. El color és inicialment blanc, i arriba a ser groc, de

color verd groc, groc - marro, rosat o violeta, depenent de I'espécie.

Caracteristiques microscopiques: Els conidis formen llargues cadenes
divergents, son unicel-lulars i hialins, la seva mida pot variar inclis dins de la
mateixa espécies. Generalment, originen clamidospores de parets llises i de

color marro.

Figura 3.17. Paecilomyces. Dibuix del fong observat al microscopi.

13.-Periconia. Caracteristiques macroscopiques: colonies de color fosc, verd o
marrd, de textura vellutada. Revers de les colonies de color molt fosc, al ser
incubades en AEM durant 7 dies a 27°C.

Caracteristiques microscopiques: conidis foscos, esférics o el-lipsoidals,
verrucosos, en cadenes curtes formant clusters, a partir de conidiofors rectes,

que es ramifiquen només a la part de dalt
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Figura 3.18. Periconia. Dibuix del fong observat al microscopi.
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La Taula 3.2. conté la informacié sobre els fongs identificats a cada una de les mostres

analitzades.

Taula 3.2. Relacio dels generes de fongs aillats de cada una de les mostres analitzades.
(M: Manresa, B: Blanes, RSU: Residu Solid Urba, Casola; compost casola i CC: compost

cavall).

PART EXPERIMENTAL I DISCUSSIO DE RESULTATS

Génere

Mostres

Génere

Mostres

Acremonium

M1mes

B final tunel
B 15 dies

B 2 mesos
B final

CC1
CccC2

RSU 1
RSU 2
CCB

Absidia

M inici
M 2 mesos
B inici

Aspergillus

M inici

M meitat tunel
M final tunel
M 2 mesos

M final

B inici

B final tunel

B final

CC1
CC2

Cladosporium

M 2 mesos
CC1

Fusarium

M inici

CC1

Geotrichum

M inici

B inici

Mucor

M inici

M15 dies

M 2 mesos
B inici
B 2 mesos
B final

RSU 1
RSU 2

CC2

Nigrospora

CC1

Paecilomyces

CC1

Penicillium

M inici

M 2 mesos
M final

B inici
CC1

Periconia

M final

Rhizopus

M inici

M final tanel
M15 dies

M final

Trichoderma

M inici

M 2 mesos
B inici

B 1 mes

CC1
CC2
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Prenent les dades de la taula anterior, s’observa que les mostres de Manresa, Minici i
M3Mesos, presenten més varietat de géneres de fongs que les seves homologues de
Blanes. De totes elles, la que en presenta més varietat és el compost final casola i la
que en presenta menys és el compost procedent de fems de cavall que, també, és en

el qual s’ hi van desenvolupar menys colonies.

Les mostres de Blanes presenten basicament quatre géneres de fongs, molt comuns a

I'ambient, que sén: Mucor, Acremonium, Aspergillus i Trichoderma.

Els géneres Trichoderma, Mucor, Penicillium, Aspergillus, Absidia i Geotrichum es
troben en les dues mostres, Minici i Binici; son géneres molt comuns en sols. La
mostra Minici conté a més els géneres Fusarium i Rhizopus que també habiten als

sols.

Trichoderma, Mucor i Aspergillus es troben en ambdues mostres de compost Casola,
A la mostra C1 s’han trobat els géneres Paecilomyces, Fusarium, Penicillium,
Cladosporium i Nigrospora. Aquests géneres de fongs no sén presents a la mostra C2,
on s’hi detecta el génere Mucor absent a la mostra C1. Tots els fongs que s’han trobat
en aquestes mostres s6n molt comuns en sols, menys els géneres Cladosporium i

Nigrospora que es troben fonamentalment en matéria vegetal en descomposicio.

Les mostres RSU1 i RSU2 presenten els mateixos géneres de fongs, I'’Acremonium i el
Mucor. El compost procedent de fems de cavall només presenta un génere de fong,

I’Acremonium.

El génere Acremonium es troba present en totes les mostres de compost final menys a
la de Manresa, I'Aspergillus es troba en totes les mostes menys en les de RSU i CC. El
Mucor s’ailla de totes les mostres menys a la de M3mesos, C1 i CC. El génere
Trichoderma a dues de les 7 mostres dels diferents composts finals, C1 i C2. El génere

Penicillium a dues de les 7 mostres, M3mesos i C1.

Tots els fongs aillats pertanyen a géneres comuns en mostres ambientals de

Catalunya.
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3.5. Detecci6é de soques potencialment micotoxigéniques d’Aspergillus i
de Penicillium.

A la present Tesi s’han aillat vint soques identificades com a espécies d'Asperqgillus i
Penicillium. La Taula 3.3. aporta informacié sobre els fongs aillats de cada una de les

mostres analitzades de les plantes de Blanes i Manresa.

La Taula 3.4 mostra la informacio dels fongs aillats de les dues mostres de compost

casola en el seu estadi final de produccid.

A partir de les mostres de residu solid urba i compost de cavall no s’han aillats fongs

dels géneres Aspergillus i Penicillium.

Manresa (M) Génere Blanes(B) Génere
M inici Penicillium B inici 1 soca
de Penicillium
3 soques d’Aspergillus Aspergillus

M meitat tanel | 2 soques d’Aspergillus | ----------------
M final tunel 3 soques d’Aspergillus | B final tunel | 1 soca

d’'Aspergillus
M 15 dies | - B 15 dies | -
M1 mes | --———-——-- B1mes - |-———--
M 2 mesos 2 soques d’Aspergillus | B 2 mesos | -—-—-—----—----
M 3mesos 1 soca d’Aspergillus B 3 mesos | 1soca
d’'Aspergillus

1 soca de Penicillium

Taula 3.3. Relacié de fongs potencialment micotoxigénics trobats a cada una de les mostres
analitzades de les depuradores de Blanes i Manresa.

Mostra (C) | Génere

C casola 1|1 soca d'Aspergillus

1 soca de
Penicillium
C casola 2|1 soca
d’Aspergillus
Taula 3.4. Relacié de fongs potencialment micotoxigénics trobats en les mostres analitzades de
compost casola.
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3.5.1. Métode de la Food and Drug Administration per a la deteccié de
soques productores de toxines.

El métode recomanat per la Food and Drug Administration (FDA, 1998) per a la
determinacié de la produccié de toxines per part de fongs, consisteix en fer
desenvolupar la soca fungica en estudi sobre arrds i posteriorment es realitza una
extraccié de les toxines amb cloroform. En el present treball, es substitueix el cloroform

per una barreja de metanol:aigua.

En I'etapa posterior de deteccié de les toxines, es recomana aplicar un dels métodes
descrits a la bibliografia per Samson et al. (1992), Stack (1996) o per TAOAC (2003),
que utilitzen cromatografia de capa fina o cromatografia HPLC. En el nostre estudi,
pero, s’utilitza un métode de HPLC-DAD-MS (Ventura et al., 2004).

a) Inocul de sembra.

L’'indcul de sembra es prepara dins d’'una cabina de flux laminar vertical. Linocul
consisteix en dos disquets de cultiu de 6 mm de diametre, obtinguts amb una pipeta
pasteur esteéril, perforant una coldnia del fong a provar, cultivat sobre agar extracte de
malta al 2% durant 7 dies a 27°C. Els dos disquets de cultiu, es dipositen dins d'un
erlenmeyer de 100 ml que conté arros, tal i com es descriu a continuacié: Dins un erlenmeyer
de 100 ml es pesen 5 g d’arros, se li addicionen 5 ml d’aigua desionitzada i s’autoclava a 121°C
durant 15 min. L’arr0s s’inocula, com s’ha dit anteriorment, amb 2 disquets de cultiu. Per cada
mostra, es sembren 3 erlenmeyers que s’incuben a 27°C durant 7, 14 i 21 dies. A la Figura
3.19 es mostra I'aspecte d’'una coldnia d’Aspergillus niger d'on se n’han extret dos
disquets de cultiu per a fer la sembra de I'arros. La Figura 3.20, presenta una mostra
d’arros recent inoculada amb els dos disquets de cultiu. A la Figura 3.21, es mostra la

mateixa mostra d’arros després de 7 dies d’incubacioé a 27°C.
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Figura 3.19. Figura 3.20. Figura 3.21.

Figura 3.19. Presentacié d’un cultiu d’Aspergillus niger d'on se n’han extret dos disquets de
cultiu. Figura 3.20. Mostra d’arrds amb els dos disquets de cultiu abans de ser incubada. Figura
3.21. Aspecte de la mostra d’arrds inoculada als 7 dies d’incubacié a 27°C.
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Després del periode d’incubacié (7, 14 o 21 dies a 27°C), es realitza el procediment
per a 'extraccié de les toxines. Per fer-ho, se segueix el métode de la FDA (1998)
havent substituit el cloroform com a solvent d’extraccié de les toxines, com es descriu
a 'apartat 3.5.2. Després es determinara la produccié de les aflatoxines i Ocratoxina A
mitjangcant dos métodes: el primer desenvolupat per HPLC-DAD-MS (Ventura et al.,
2004) i el segon desenvolupat per UHPLC-UV (Navajas et al., 2010). Quan es vol
comprovar la capacitat micotoxigénica dels fongs aillats de les diferents mostres de
compost, s’utilitza el métode HPLC-DAD-MS. Quan es realitzen diferents analisis amb

les mostres de control, s’utilitza el métode desenvolupat per UHPLC-UV

3.5.2. Solvent d’extraccio de les aflatoxines B4, B2, G4, G2 i Ocratoxina A

en arros.

Com s’ha comentat a I'apartat anterior, el métode proposat per la FDA (1998) empra
cloroform com a solvent d’extraccié. Una alternativa a la utilitzacié d’aquest solvent és
la mescla metanol:aigua descrita per Trucksess et al. (1999) per a I'analisi ’'OTA, molt
menys contaminant que el cloroform. Per a millorar la ionitzacié de les toxines quan
aquestes s’injecten en el sistema HPLC-MS s’afegeix un 0,1% d’acid formic a la fase

mobil tal i com es descriu a I'apartat 3.5.4 d’aquesta Tesi.

El metode utilitzat per a realitzar I'extraccié sobre la matriu d’arrds és el seglent:

Sobre el total de la mostra d’arros es realitzen dues extraccions successives amb 45 ml de la
mescla del solvent d’extraccio, deixant-ho 30 minuts en agitacié magnetica, i posteriorment, es
filtra amb paper de filtre Whatman numero 3 per gravetat. El filtrat es recull en un matras aforat
de 100 ml, s’enrasa amb una mescla del solvent d’extraccié de la mateixa proporcid; després
s'agafen 5 ml de I'extracte i se li afegeixen 6,5 ml d'aigua amb 0,1% d'acid formic, per tal de
tenir un contingut del 40% en metanol, que coincideix amb la composicié inicial del gradient

cromatografic. Per acabar, es filtra amb un filtre de nil6 de 0.22 um

Finalment, s’injecta al sistema cromatografic en les condicions que es descriuran a

I'apartat 3.5.4 del present treball.
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3.5.3. Solvent d’extraccio de les aflatoxines B4, B,, G4, G2 i ocratoxina A en
compost.

L’objectiu d’aquest apartat és comprovar diferents solvents i diferents metodiques per
a l'extraccié de les aflatoxines i 'OTA que es puguin haver format sobre compost.
Aquesta comprovacié es realitza per a poder constatar la produccié de toxines, tant
per part de les soques de control Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus
ochraceus CECT 2948 com per part dels fongs aillats en les diferents mostres de
composts finals de Blanes i Manresa analitzades. Per a realitzar-ho, es vol utilitzar una

metodica que permeti I'extraccié simultania de les aflatoxines B4, B, G4, G, i OTA.

Cal tenir en compte que fins a l'actualitat, el nombre d’articles publicats per a métodes
simultanis per a 'analisi d’aflatoxines i d’OTA és reduit (Dunne et al. 1993) (Jonsyn et
al. 1995) (Scudamore et al. 1997) (Scudamore et al. 1998) (Gobel et al. 2004) (Ventura
et al. 2004) (Navajas et al.,2010).

A la present Tesi, com a solvent d’extraccié s'utilitza una barreja de metanol:aigua

(Navajas et al., 2010), ja que s’ha comprovat el seu bon funcionament pels diferents

tipus de mostres en estudi. A I'apartat 3.5.3.1, es descriu el métode utilitzat.
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3.5.3.1. Variacio del métode de la FDA.

La composicié quimica de I'arrds i del compost son molt diferents, és per aquest motiu
que el solvent dextraccié del metode pensat per a arrdos s’ha de modificar
lleugerament en la proporcié dels dissolvents d’extraccio.

Per exemple, cal considerar que I'arros conté un 0,4% de compostos lipidics, en canvi
el compost en conté valors entre el 30 i el 40%. Es decideix doncs, disminuir la
proporcié de metanol, utilitzant una mescla de solvent d’extraccié del 70 % en MeOH i
30 % d'H,O (Navajas et al., 2010). La metddica que s’ha seguit és detalla a

continuacio:

Dins un erlenmeyer de 100 ml es pesen 5 g de compost, se li addicionen 5 ml d’aigua
desionitzada i s’autoclava a 121°C durant 15 min. El compost s’inocula, com s’ha dit
anteriorment amb 2 disquets de cultiu. Transcorregut el temps d’incubacié es realitzen dues
extraccions successives amb 45 ml de la mescla del solvent d’extraccié Metanol:Aigua (70:30),
deixant-ho 30 minuts en agitacié magneética, i posteriorment, es filira per gravetat. El filtrat es
recull en un matras aforat de 100 ml, s’enrasa amb una mescla de solvent d’extraccio de la
mateixa proporcio; després s'agafen 6,5 ml de I'extracte i se li afegeixen 5 ml d'aigua 0,1 % acid
formic, per tal de tenir un contingut del 40% en metanol. Per acabar, es filtra amb un filtre de

nilo de 0.22 um.

3.5.4. Condicions cromatografiques per a la detecciéo d’aflatoxines i
ocratoxina A.

En aquest apartat es descriu com s’ha realitzat la determinacié cromatografica
simultania de les aflatoxines B4, B,, G4, G, i OTA. S’escull la fase mobil que permeti
compatibilitzar la separacid cromatografica utilitzant dos métodes: el primer (1)
utilitzant HPLC-DAD-MS i el segon (2) utilitzant un equip d‘UHPLC-UV.

Com s’ha dit, el nombre d’articles publicats sobre I'analisi simultania de les aflatoxines i
'OTA és reduit. EI métode proposat per Goébel i Lusky (2004) usa com a fase mobil
una mescla de metanol: acetonitril: aigua (1% acid formic) i el publicat per Tuomi et al.,
(2001) utilitza una mescla de metanol: acetat amonic aquos (10 mM). Navajas et al.,

(2010) utilitza una barreja metanol:aigua.
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En el present estudi, s’utilitza per al métode (1) (Detector MS) una mescla de metanol i
aigua amb un 0,1% d’acid formic, aquest metode és una adaptacié del publicat per
Ventura et al. 2004 per a I'analisi de les toxines presents en plantes medicinals. L’acid
formic proporciona bona deteccid de les toxines perqué és volatil i facilita la ionitzacio
dels analits. Per al métode (2) (Detector DAD) s’empra una mescla de metanol aigua
sense acid formic ja que no es necessari afavorir la ionitzacié. A continuacié es

presenten els dos métodes utilitzats.

3.5.4.1 Métode HPLC-DAD-MS (1).

Les condicions cromatografiques utilitzades es resumeixen a continuacio:

e Equip: WatersAlliance 2690 + ZMD

e Columna: : WatersXTerraMSC18 (2.1x100mm, 3.5 um)
e Temperatura columna: 30°C

e Volum injeccio: 10 uL

e Flux: 0,2mL/min

e Fase mobil: A:CH;0OH
B: H,O (0.1% HCOOH)

El gradient utilitzat és el que mostra a continuacio a la Taula 3.5:

Temps/min %A : CH;0H %B:H,0(1%HCOOH)
0 40 60
6 85 15
9 85 15
10 40 60
16 40 60

Taula 3.5. Gradient utilitzat en el cromatograf HPLC.

Detector/s: Detector 1: Amb el detector DAD s’ha treballat entre 200-400nm per
enregistrar tot I'espectre, perd la d’interes és de 350nm. Detector 2: S’ha injectat en

mode SIR en el detector de masses seguint els ions que es detallen a la Taula 3.7.
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Els temps de retencié de les toxines sén els que es mostren en la Taula 3.6.

Toxina | Tr (min)
AFG, |4.21
AFG, |5.24
AFB, |6.35
AFB; |7.09
OTA |10.82

Taula 3.6. Temps de retencié de les toxines.

Espectrometria de masses:

El sistema d’HPLC-DAD s’acobla a un espectrometre de masses de quadrupol simple
amb ionitzacid per electrosprai (WatersZMD). Les condicions de treball sén les
recomanades en el manual de l'instrument (WatersZMD) quan es treballa a un flux de

0,2 ml/min.

Parametres del Tune:

= Voltatge del capil-lar: 3 kV (mode positiu), 2,5 kV (mode negatiu).
= Voltatge d’extraccié: 7V

= Voltatge de con: de 5a 120 V

= Lents de radio frequéncia: 0,5V

=  Temperatura de la font: 100°C

= Temperatura de dessolvatacié: 350°C

Parametres de '’espectrometre de masses:

= Energiadelié: 0,5V

= Resolucié a masses altes:12,5

= Resolucié a masses baixes:12,5

= Flux de gas de dessolvatacié: 500 I/h
= Flux de gas de con: 30 I/h

=  Fotomultiplicador: 650
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La deteccio es realitza en mode SIR: ESI positiu de 0 a 9,5 minuts on es detectaran les
aflatoxines G4, B4, Gy, B, i ESI negatiu de 9,5 a 14 minuts per a la deteccio de
l'ocratoxina A. El cromatograma, d’'un patré d’aflatoxines B4, B,, G4, G, i OTA d’una
concentraciéo de 0,4mg/L, amb detector DAD i en mode SIR+ i SIR- és el que es

mostra a la Figura 3.22.
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Figura 3.22. Cromatograma d’un patr6 d’aflatoxines B4, B,, G4, G, i OTA d’una concentracié de
0,4mg/L de cadascuna de les toxines. El cromatograma (a), realitzat en detector DAD a 350nm.
(b) realitzat en mode SIR+, (c) en mode SIR-.
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Les masses dels ions que es segueixen en cada toxina son les que es descriuen a la
Taula 3.7. on el i6 primari correspon a la massa de la moléecula protonada en el cas de
ESI positiu i desprotonada en el cas de ESI negatiu i el i6 secundari és 'adducte amb

sodi per a les quatre aflatoxines i per l'ocratoxina A és una fragmentacié de la

molécula.

Voltatge i6 Voltatge
Toxina ESI i6 primari |de con i6|secundari|de con i6|tr(min)

(m/z) primari (V) | (m/z) secundari

V)

AFB; Positiu 313.1 20 335.0 40 7.09
AFG; Positiu 329.1 20 351.0 40 5.24
AFB; Positiu 315.1 40 337.0 40 6.35
AFG, Positiu 331.0 40 353.0 40 4.21
OTA Negatiu 402.3 20 358.1 40 10.82

Taula 3.7. lons primaris i secundaris (m/z) de cada toxina, voltatges de con (V) i temps de
retencio (tr) per a cada toxina.

Les relacions de massa/carrega dels pics seguits en mode SIR positiu del patr6 de les
toxines G,, G4, B, i By de 0,4mg/L de concentracié en dissolucié es mostren a la
Figura 3.23.

Les determinacions per a cada toxina s’han efectuat al voltatge de con que es mostra

ala Taula 3.7.
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Figura 3.23. Relaci6 massa/carrega dels ions que es segueixen per cada una de les toxines G,

G, By, i By en mode Sir positiu.
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A continuacio es mostra la relacié massa/carrega dels ions en mode SIR negatiu d’un

patro de la toxina OTA de 0,4 mg/L en dissolucioé a la Figura 3.24.

2! S5IR of 2 Channels ES-
402,301 08esS

=55.10
= T

ok

Figura 3.24. Relaci6 massa/carrega dels ions que es segueixen per la toxina OTA en mode Sir

negatiu.

3.5.4.2 Métode UHPLC- UV (2).

El métode utilitzat per a realitzar les analisis en UHPLC-UV va ser posat a punt pel
nostre grup de treball. El substrat de creixement del fong era una matriu alimentaria,

concretament sobre anacards (Alfaro et al., 2013).

Les condicions cromatografiques utilitzades es resumeixen a continuacio:

- Columna: Acquity (2,1x50mmx1,7um)
- Flux: 0,4mL/min
- Fase mobil: A: CH;0H B:H,O, a la Taula 3.8. es mostra el gradient de fase

mobil utilitzat.

t/min | A% | B%
0 40 60
2,3 85 15
2,5 85 15
2,6 40 60
3,2 40 60
Taula 3.8. Gradient de fase mobil utilitzat

- Detector/s: UV Acquityultraperformance LC
Detector 1: Detector de UV. La longitud d’ona de treball és A=350nm.
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El cromatograma d’un patré de 0,4mg/L de la barreja de les quatre aflatoxines i 'OTA,

amb detector DAD a una A=350 nm és el que es mostra a la Figura 3.25.

0020

" AfESTna BT

:
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Figura 3.25. Cromatograma d’una dissolucié de 0,4mg/L dels analits d’interés obtingut amb
el detector de UV a una A=350nm
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3.5.4.3. Limit de deteccio (LD) i limit de quantificacio (LQ) pels detectors
DAD, MS i UV.

El limit de quantificacié és la minima quantitat d’analit que el sistema és capac de
determinar en el marge de treball. Es calcula com la quantitat de substancia que

equival a un pic d’algada igual a deu vegades l'alcada del soroll.

El limit de deteccid es defineix com la minima quantitat d’analit que el sistema és
capagc de detectar, és a dir, que proporciona una senyal diferenciable del soroll.

Es calcula com la quantitat de substancia que equival a un pic d’alcada igual a tres
vegades l'algada del soroll.

Per determinar el (LD) i el (LQ) del detector UV, de les dissolucions patrons s’ha
utilitzat una dissolucio de 20ug/L per a les aflatoxines i una dissolucié de 0,4mg/L per a

'ocratoxina A. La Taula 3.9. es mostren els LD.

Tacnica LD(ng/L) LD(ng/L) LD(pg/L) LD(ng/L) LD(pg/L)
AflatoxinaG, | AflatoxinaG, | AflatoxinaB, | AflatoxinaB; OTA
HPLC-MS 10 10 10 10 1
HPLC-DAD 100 100 100 100 200
UHPLC-UV 0,6 0,7 0,4 0,4 10

La Taula 3.9. Limit de deteccié per a cada una de les toxines estudiades segons el detector.

A la Taula 3.10. es mostren els Limits de quantificacio (LQ).

LQ(pg/L) LQ(ug/L) LQ(ng/L)
o LQ(ug/ll) | LQ(ug/L)
Técnica
AflatoxinaG, | AflatoxinaG;
AflatoxinaB, | AflatoxinaB; OTA
HPLC-MS 32 32 32 32 3,5
HPLC-DAD 150 150 150 150 220
UHPLC-UV 2 2,4 1,5 1,5 36

Taula 3.10. Limit de quantificacié per a cada una de les toxines estudiades segons el detector.

En aquest ultim apartat es pot apreciar la diferéncia dels limits de deteccié entre el

DAD, I'espectrometre de masses de simple quadrupol i el detector UV.
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Per a les aflatoxines I'espectrometre de masses resulta ser molt més sensible que el
detector DAD ja que es pot injectar en mode SIR i es segueixen els ions caracteristics
de cada toxina. Es amb el detector UV perd quan s’arriba als limits de detecci6 i

quantificacié més baixos.

En canvi, en el cas de I'ocratoxina A, el detector de MS resulta millor que el detector
UV. El detector UV de longitud d’ona variable permet arribar a limits inferiors que el
detector DAD. Aquest fet s’explica perqué en el métode s'utilitiza un UHPLC on
s’obtenen pics més estrets que amb 'HPLC. Aquests valors coincideixen amb els

obtinguts per Navajas (2008).
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3.5.4.4. Comparacié dels dos métodes cromatografics : HPLC-DAD (1) i
UHPLC- UV (2).

Per a realitzar la comparacié dels dos metodes d’HPLC-MS-DAD (1) i UHPLC- UV (2),
es consideren els seguents parametres: temps de retencio i consum de fase mobil. Les

dades es presenten a la Taula 3.11.

Consum de f.m
Métode tr (min) | (mL/cromatograma)
(1) 18 3,6
(2) 3,2 1,3

Taula 3.11. Relacié del temps de retencid, consum de fase mobil per a cada un dels métodes

(1)

Com s’observa a la Taula 3.11, el temps de retencié del métode (1) és 5,5 vegades
superior al del métode (2). El consum de fase mobil per injeccioé en el métode (1) és 3

vegades superior al del méetode (2).
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3.5.5. Calcul de la recuperacié d’aflatoxines addicionades sobre arros i
sobre compost per HPLC-DAD.

Com s’ha esmentat anteriorment, I'analisi d’aflatoxines és molt comU en mostres
d’aliments, perd no ho és sobre altres matrius com per exemple el compost. Es per
aquest motiu que es vol comprovar si I'extraccid de les toxines sobre compost es
realitza de manera correcta. Aixi doncs, calcular les recuperacions de cada una de les

toxines és I'objectiu d’ aquest apartat.

S’han realitzat les analisis, per a calcular les recuperacions, sobre mostres de compost
i d’arrds a les que s’hi ha addicionat una quantitat coneguda de les aflatoxines G,, Gy,
B,, B1.

Per tal d’estudiar les recuperacions s’ha realitzat I'addicié que es descriu a continuacio:

Addicié: S’'afegeixen a 5g de compost 10ug de cadascuna de les toxines d'interés i es realitza
I'extraccié segons l'apartat 3.5.2, aquesta addicié correspon a una concentracié en mostra de
2mg/kg. En les mostres de 5g d’arros s’afegeixen 2 ug de cadascuna de les aflatoxines i
I'extraccio és realitza segons 'apartat 3.5.3 per a les mostres de compost de Blanes i Manresa,
aquesta addicié correspon a una concentracié en mostra de 0,4mg/kg. L’addici6 de les toxines
es realitza a partir d’'una dissolucié mare de 100mg/L, i s’addicionen a la matriu abans d’afegir
la mescla MeOH:H,O corresponent. En totes les analisis, que es descriuran posteriorment, les
condicions de 'HPLC son les descrites a I'apartat 3.5.4.3. S'utilitza el métode HPLC-DAD.

L’estudi s’ha realitzat sobre 3 mostres de compost i 3 mostres d’arrds. Seguidament, a
la Taula 3.12. es mostra la mitjana de les recuperacions obtingudes per a cada

aflatoxina segons la matriu estudiada.

Els resultats obtinguts s’han calculat respecte a un patré injectat amb el detector DAD.

mg/kg
Pes pg toxina en Recup(%) Recup(%) Recup(%) Recup(%)
Matriu [ mostra addicionada mostra AFG, AFG, AFB, AFB,
Arros 59 2 0,4mg/kg 93 106 80 116
Compost| 5g 10 2mgl/kg 66 77 51 84

Taula 3.12. Recuperacions obtingudes per a cada un de les aflatoxines addicionades sobre
arros i sobre compost. Resultats obtinguts amb el detector DAD.
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A la Taula 3.13. es mostren els coeficients de variacio per n=3.

Matriu CVG, CVG; CVB, CV B,
Arros 1,0% 0,3% 2,6% 3,5%
Compost| 4,4% 4,6% 2,8% 7,8%
Taula 3.13. Resultats dels coeficients de variacio pera cada una de les aflatoxines.

Com es veu a la Taula 3.12, les recuperacions per a cada una de les toxines sén més
altes en arrds que en compost. El compromis entre 'augment del grau de polaritat del
solvent d’extraccié i l'estructura quimica apolar de les toxines, explica que la
recuperacié sigui més baixa en compost que en arrds. Aquest mateix raonament és
pot aplicar al fet que les recuperacions de les toxines G, i B4 siguin més altes que les
de les toxines G, i By, ja que el primer grup sén més polars i en ambdues matrius

s’extreuen millor.

Cal tenir en consideracié que la matriu del compost és més complexa i conté més
elements apolars que la de I'arrds. Per aquest motiu el solvent amb el qual es realitza
I'extraccio en compost, és més polar que en el cas de I'arrds, d’aquesta manera s’evita

extreure components apolars del compost que podrien interferir en les analisis.
Els coeficients de variacié (CV%) que es mostren a la Taula 3.13 es troben entre '1% -

3,5 % si la matriu és arrds i entre el 4,4%-7,8% si la matriu és compost. Els CV% son

més alts quan la matriu és compost.
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3.6. Comprovacio6 de la produccié d’aflatoxines B4, B2, G4, G i ocratoxina
A a partir de les soques Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus
ochraceus CECT 2948 sobre arros i sobre compost.

Com s’ha dit a la introduccié, en primer lloc es vol comprovar si, tal i com esta descrit,
la soca de control Aspergillus parasiticus CECT 2681 produeix les aflatoxines B4, B,,
Gi i Gy i si la soca Aspergillus ochraceus CECT 2948 produeix I'OTA quan es
desenvolupen sobre arrds. El resultat es mostra a I'apartat 3.6.1, mitjangant I'aplicacio
dels métode cromatografic (1) descrit a 'apartat 3.5.4.1 En segon lloc, a I'apartat 3.6.2
es procedeix a estudiar si les mateixes soques procedents de la CECT també poden

produir les aflatoxines al desenvolupar-se sobre compost.
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3.6.1.Comprovacio de la produccié d’aflatoxines B4, B,, G, G, i ocratoxina A en
arros a partir de les soques Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus
ochraceus CECT 2948 per HPLC-DAD-MS.

Com s’ha comentat, en aquest treball el vol comprovar la capacitat micotoxigénica dels
fongs aillats dels diferents composts estudiats al desenvolupar-se sobre arros, ja que
és el substrat recomanat per la FDA. L’analisi cromatografica es realitzara seguint el
meétode (1) descrit a 'apartat 3.5.4.1, per HPLC-MS.

Per tal comprovar que els métodes de cultiu i de detecciod de les toxines son adequats,
primer de tot es realitza tot I'experiment utilitzant les soques Aspergillus parasiticus
CECT 2681 i Aspergillus ochraceus CECT 2948. Com s’ha dit, esta plenament
demostrada la seva capacitat per produir aflatoxines i Ocratoxina A, respectivament,
quan creixen sobre arrds. Comprovar que efectivament son micotoxigeniques, ens
demostrara que el métode utilitzat en aquest treball és util per a detectar quines

soques aillades en aquest treball poden ser productores d’aflatoxines i/o d’OTA.

Les soques de control es trobaven conservades en tubs de PDA (Potato- Dextrose-
Agar), a 4°C. Per a recuperar-les, s’ha efectuat una sembra d’aquestes, del tub a una
placa de petri que conté el mateix medi de cultiu. Es comprova en ambdds casos per
microscopia optica que el fongs desenvolupats son els correctes i no s’hi troba

contaminacio de cap altre tipus de fong.

A la Figura 3.26. es mostra una fotografia de la soca d'Aspergillus parasiticus
desenvolupada en PDA (27°C, 7 dies) i a la Figura 3.27 una fotografia d’una

preparacio observada al microscopi optic.

Figura 3.26.Aspergillus parasiticus (PDA, 27°C, 7 dies incubacio). Figura 3.27. Fotografia de
I’Aspergillus parasiticus al microscopi optic.
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A la Figura 3.28. es mostra una fotografia de la soca d’Aspergillus ochraceus
desenvolupada en PDA (27°C, 14 dies) i a la Figura 3.29 una fotografia d’'una
preparacio al microscopi optic.

Figura 3.28 .Aspergillus ochraceus (PDA, 27°C, 14 dies incubacio). Figura 3.29. Fotografia de

I’Aspergillus ochraceus al microscopi optic.

Per a I'estudi de la produccio d’OTA es treballa amb la soca Aspergillus ochraceus
CECT 2948 i s’ha seguit el mateix procediment que per a l'estudi de la produccio
d’aflatoxines per part de Asperqgillus parasiticus CECT 2681.

El metode utilitzat per comprovar la produccié de toxines per part de les soques de

control és el seglent:

Dins un erlenmeyer de 100 ml es pesen 5 g d'arrds, se li addicionen 5 ml d'aigua desionitzada i
s’autoclava a 121°C durant 15 min. L'arros s'inocula amb 2 disquets de cultiu per cada mostra i
s'incuba a 27°C durant 7, 14 i 21 dies.

Després de les incubacions, es procedeix a realitzar el procés d’extraccié de les

toxines (aflatoxines o OTA) seguint el procediment descrit a I'apartat 3.5.2.
Com es pot comprovar a les Figures 3.30 i 3.31, es pot afirmar que I'Aspergillus

ochraceus CECT 2948 produeix OTA al ser incubat durant 7,14,21 dies en arr0s a
27°C.
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A la Figura 3.30. s’aporta el resultat de la injeccié en mode SIR negatiu d’un patré

de concentracio 0,4 mg/L per a la seva comprovacio.
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Figura 3.30. (a) cromatograma en mode Sir negatiu d’un patré de Ocratoxina A de concentracié
0,4 mg/L, (b),(c),(d) cromatograma en mode Sir negatiu de I'extracte del cultiu sobre arros als 7,

14 i 21 dies d’ incubacié de la soca de control.

El resultat de comparar la relacié de ions de la Figura 3.30 amb el d’'un patré d’'OTA es
presenta a la Figura 3.31. En la relacio de ions del patré d’'OTA es pot observar que els
més abundants son el 402,3, que correspon al i6 primari (M-1) i el 358,1 que és el i6
secundari. Aixi doncs es corrobora que, efectivament, la soca de control Aspergillus
ochraceus CECT 2948 es capac¢ de produir la OTA als 7, 14 i 21 dies d’incubacié
sobre arros ja que els temps de retencié coincideixen amb els del patré i la relacio de

ions de cada tant en I'i6 primari com en el secundari amb els del patro.
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Figura 3.31. (a) relaci6 de ions d’un patré de Ocratoxina A de concentracié 0,4 mg/L (b) relacio
de ions de la mostra de 7 dies d’ incubacié de la soca de control (c) relacio de ions de la mostra
de 14 dies d’incubacié de la soca de control (d) relacio de ions de la mostra de 21 dies
d’incubacioé de la soca de control.

115



PART EXPERIMENTAL I DISCUSSIO DE RESULTATS

En el cas de la soca de control Aspergillus parasiticus CECT 2681, es comprova la
seva capacitat de produir les aflatoxines G,, G4, B, i By. A les Figures 3.32 i 3.33 es

presenten els resultats.

La Figura 3.32, correspon al cromatograma en mode SIR positiu de I'extracte del cultiu
de la soca Aspergillus parasiticus CECT 2681, després de ser incubada durant 7, 14 i
21 dies en arrds a 27°C i el d'un patré de concentracio de 0,4mg/L de les quatre

aflatoxines.

EW

La Figura 3.32. Correspon al cromatograma en mode SIR positiu de I'avaluacié de la soca
Aspergillus parasiticus CECT 2681 (a) cromatrograma del patré de concentracié 0,4mg/L (b)
cromatograma als 7 dies d’incubacié (c) cromatograma als 14 dies d’incubacié (d)
cromatograma als 21 dies d’'incubacio.

A continuacié es mostren els resultats de la comprovacio de la identificacié de les
toxines a partir de la relaci6 de l'abundancia dels ions dels pics obtinguts al

cromatograma de la Figura 3.32.

Es comprova pel mateix procediment la capacitat que té la soca Aspergillus parasiticus
CECT 2681 de produir les aflatoxines.
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A la Figura 3.33 es compara la relacioé de ions d’un patré de 0,4 mg/L de la toxina G,
amb la relacié de ions del primer pic de la Figura 3.32 que es podria assimilar per
temps de retencié a la toxina G,. El pic és el de l'arrdos 7 dies, amb un temps de

retencié de 3.96 minuts.
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La Figura 3.33. Relacié de ions en mode SIR positiu de I'avaluacié de la soca Aspergillus
parasiticus CECT 2681 (a) relacio de ions del patré de 0,4 mg/L de la toxina G2 (b) relacié de
ions de I'extracte del cultiu als 7 dies d’incubacié (c) relacié de ions de I'extracte del cultiu als
14 dies d’incubacio (d) relacio de ions de I'extracte del cultiu als 21 dies d’incubacio.

En la relacié de ions del patré de I'aflatoxina G, es pot observar que els ions més
abundants son el 331, que correspon al i6 primari (M+1) i el 353 que és el i6 secundari
corresponen a l'adducte amb sodi. S’observa que el i6 secundari corresponent a la
relacié m/Z de 353 és més abundant en el patré que en les mostres. També s’observa
que les mostres contenen un i6 que correspon a una relacié m/Z de 329.10, que el
patré no té. Aquest fet pot ser degut a la preséncia d’'una substancia interferent en la

mostra que incrementa la relacié entre ions.
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A la Figura 3.34. es compara la relacié dels ions d’un patré de 0,4 mg/L de la toxina G4
amb la relacié de ions del segon pic de la Figura 3.32 que es podria assimilar per
temps de retencié a la toxina G4. En el cas del de l'arros 7, 14 i 21 dies, responen als

temps de retencio de 4.78, 5.53 i 5.49 respectivament.
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La Figura 3.34. Relacié de ions en mode SIR positiu de I'avaluacié de la soca Aspergillus
parasiticus CECT 2681 (a) relacio de ions del patré de 0,4 mg/L de la toxina G1 (b) relacié de
ions de l'extracte del cultiu als 7 dies d’incubacié (c) relacié de ions de I'extracte del cultiu als
14 dies d’incubacio (d) relacio de ions als 21 dies d’incubacio

En la relacié de ions del patré de I'aflatoxina G4 es pot observar que els ions més
abundants son el 329,1 ja que correspon al i6 primari (M+1) i el 351 que és el 6

secundari corresponen a I'adducte amb sodi.

Cal destacar que I'abundancia relativa dels ions seguits, difereix lleugerament entre
patré i mostres. S’observa que I'id6 que correspon a una relacido m/Z de 329.1 és en

general més abundant a les mostres que en el patré.

Aquesta abundancia augmenta en detriment de I'i6 que correspon a una relacié m/Z de
351.0. Aquest ultim és més abundant en el patré que en les mostres. Aquest fet pot ser
degut, com en el cas de la toxina G, a la preséncia d’'una substancia interferent en la

mostra que presenta els mateixos ions que seguim.
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A la Figura 3.335. es compara la relacio dels ions d’'un patré de 0,4 mg/L de la toxina
B, amb la relacio de ions del tercer pic de la Figura 3.302, aquest es podria assimilar
per temps de retencio a la toxina B,. En el cas de l'arrds 7, 14 i 21 dies, responen als

temps de retencio de 6.36 i 6.32 respectivament.
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La Figura 3.35. Relacié de ions en mode SIR positiu de l'avaluacié de la soca Asperqgillus
parasiticus CECT 2681 (a) relacié de ions del patré de 0,4 mg/L de la toxina B2 (b) relacié de
ions de I'extracte del cultiu als 7 dies d’incubacié (c) relacié de ions de I'extracte del cultiu als
14 dies d’incubacio (d) relacié de ions de I'extracte del cultiu als 21 dies d’incubacio.

En la relacio dels ions que correspon al patro de I'aflatoxina B, es pot observar que els
ions més abundants son el 315,1 ja que correspon al i6 primari (M+1) i el 337 que és el

i6 secundari corresponen a I'adducte amb sodi.

La relacio entre els ions del patrd i els de les mostres, difereix lleugerament com en el

cas de les altres toxines.
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Per acabar amb aquest apartat, la Figura 3.36. compara la relacié de ions d’'un patré
de 0,4 mg/L de la toxina B4 amb I'espectre de masses del quart pic de la Figura 3.32
aquest es podria assimilar per temps de retencio a la toxina B4. En el cas de I'extracte
del cultiu sobre arros incubat durant 7, 14 i 21 dies, responen als temps de retencié de

6.36 i 6.32 respectivament.

1: 5IR of & Channels ES+
oo 335.00 2. 1426
a)
313.10 FatroE1
LY
315.10 337 .00 351.00
o e e L —t————— 7T T T+
1: SIR of 8 Channels ES+
335 .00 6. 1926
00—
L<¥]
313.10
a4 T dies BE1
| 31510 337 .00 351.00
o — T T T T T T T T T T T T T T T T T T T —t T T T T T T T T t—T—i
1: SIRR of 8 Channels ES+
oo 335 .00 96126
31310 s
14 dies E1
25
315,10 337.00 351.00
o —r T T T T T T T T T T T — T T T T — T T T
1. SIR of 8§ Channels ES+
oo I35.00 5.04e8
- oy
31310 31 dies B1
2%
315 .10 S37.00 35100
— — T T T LI S e L m— L s m— La— — — T T | A S L v m— t—T— M=
31 316 315 320 3 Foed pepri =] 325 330 352 334 3356 338 35«40 e e T N e I =) 348 350 352

La Figura 3.36. Correspon a la relacio dels ions en mode SIR positiu de I'avaluacioé de la soca
Aspergillus parasiticus CECT 2681 (a) relacié de ions del patr6é de 0,4 mg/L de la toxina B1 (b)
relacié de ions de I'extracte del cultiu als 7 dies d’incubacié (c) relacié de ions de I'extracte del
cultiu als 14 dies d’incubacio (d) relacié de ions de I'extracte del cultiu als 21 dies d’incubacio

En la relacio dels ions de I'aflatoxina B es pot observar que els ions més abundants
sén el 313,1 ja que correspon al i6 primari (M+1) i el 335 que és el i6 secundari

corresponen a I'adducte amb sodi.

En el cas de laflatoxina B4 cal destacar que la relacid6 entre ions es manté

practicament igual entre el patro i les diferents mostres.

A continuaci6 a la Taula 3.14. i la Taula 3.15. es resumeix la informacié anterior. A la
primera Taula es mostra 'abundancia relativa de I'ié principal i de l'i6 secundari de
cada un dels patrons de les toxines estudiades, juntament amb els de les toxines
produides per les soques de control de la CECT. A la segona Taula es presenta el
resultat de dividir 'abundancia relativa de I'ié secundari per la de I'ié primari per 7, 14 i
21 dies.

Es realitza aquest calcul per tal d’identificar i determinar si pot haver-hi solapament

amb altres substancies que poguessin interferir amb les toxines que s’estudien.

Es comprova que la relacié de ions en mode SIR positiu per les quatre aflatoxines i en

mode SIR negatiu per a I'ocratoxina A, corresponguin amb el dels seus patrons.
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Els calculs s’han realitzat tenint en compte els ions primaris i secundaris indicats a la
Taula 3.7.

G, G, B, B4 OTA
% i6 i6 % i6 i6 % i6 i6 % i6 i6 % i6 i6
primari secundari primari secundari primari secundari primari secundari primari secundari
Patré 70 100 50 100 70 100 50 100 100 70
7dies | 100 20 80 100 70 100 50 100 100 80
14 100 10 100 70 100 70 70 100 100 60
21 100 10 100 80 100 100 60 100 100 60

Taula 3.14. Abundancia dels ions primaris i secundaris pel patré de cada toxina i pels de la
toxina produida per les soques de control als 7, 14 i 21 dies d’incubacié sobre arros.

% (i6 secundari/ioé
primari) G, G, B, B, OTA
Patro 143 200 143 200 70
7 dies 20 125 143 200 80
14 dies 10 70 70 143 60
21 dies 10 80 100 167 60

Taula 3.15. Calcul de la relacié entre I'ié secundari i primari del patré de cada una de toxines
estudiades i per les toxines produides per les soques de control en tant per cent.

Com s’observa en ambdues taules, I'abundancia dels ions primaris i secundaris de les
mostres, difereixen de les del patré amb que es comparen. La relacio expressada a la
Taula 3.14, mostra que en algunes toxines la relacié dels ions amb els del patr6 es
manté constant (B;, OTA). La Taula 3.15. mostra la relacié en tant per cent de l'ié
primari respecte el secundari tampoc no és la mateixa entre les toxines produides per
les soques de control i les del patré. Aquest fet es pot atribuir a un efecte matriu que

afectaria la ionitzacio.

La tendéncia per a les toxines G,, G4 i OTA és que augmenti 'abundancia en el 6
primari i disminueixi en el secundari. El contrari que en les toxines B, i B4, on passa
justament al revés, augmenta el i secundari en relacié al primari. Aquest fet reafirma
la idea que les soques de control produeixen les toxines d’interés perd que també
existeixen altres substancies que presenten els mateixos ions secundaris i primaris.
Aquestes poden ser metabolits o bé productes de reaccions entre diferents compostos

del fong o bé la matriu.
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3.6.2. Estudi comparatiu de la quantificacié per espectrometria de masses de la
produccio de toxines en funcié del seguiment dels ions primaris i secundaris per
part de les soques de control Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus
ochraceus CECT 2948.

En aquest apartat es realitza la quantificacié de la produccié de toxines després
d’'incubar les soques Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus ochraceus CECT
2948, productores d’aflatoxines i OTA respectivament, sobre arrds durant 7, 14 i 21
dies a 27°C. El valor presentat a les Taules 3.16 i 3.17 és el resultat de realitzar per a
cada toxina I'extraccié dels seus dos ions més caracteristics per separat (veure Taula
3.6). En el cas de les aflatoxines, es segueixen els ions que tenen una relacié m/z que
correspon al pes molecular de la toxina protonada, aixi com el corresponent adducte
en sodi. Les aflatoxines es detecten en mode SIR positiu. En el cas de 'OTA, també
s’estudien dos ions caracteristics, un correspon a la relaci6 m/z de la molécula
desprotonada i I'altre correspon a una fragmentacié de la toxina. Les condicions de

I'analisi cromatografica sén les que s’han presentat a I'apartat 3.7.

Les condicions d’incubacid, el solvent d’extraccié i el métode cromatografic usat sén

els que es presenten als seglents apartats: 3.5.1, 3.5.213.5.4.2

Temps G2(mg/Kg) G1(mg/Kg) B2(mg/Kg) B1(mg/Kg)
d’incubacié | m/z2331,2 353 | m/2329,1 351 | m/z315,2 337 [m/z3131 335
7dies 14 1 155 124 14 26 122 225
14 dies 7 1 111 38 12 6 125 87
21 dies 5 0 75 30 8 5 87 72

Taula 3.16. Concentracioé d’ aflatoxines produides sobre arros després de realitzar I'extraccid
per separat dels ions primari i secundari de cada toxina.

OTA(mg/Kg)
m/z 402,3 m/z 358
91 143

3
3

Taula 3.17. Concentraci6 d’OTA produida sobre arrds després de realitzar I'extraccio per
separat dels ions primari i secundari de la toxina.
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Independentment dels ions triats per a la quantificacié, es pot observar que, en general
la quantitat de toxina produida es molt alta i disminueix a mesura que augmenten els

dies d’'incubacié, essent, 'OTA la que presenta la major davallada de produccio.

També es pot observar en totes les toxines que la quantificacié en mostra per cada
una d’elles varia segons si s’ha considerat el i6 primari o bé el secundari i no déna el
mateix valor. Aix0 indica que hi ha un efecte matriu en les mostres ja que el seu
comportament és diferent al del patrd. Aquest fet es podria, previsiblement millorar
amb la utilitzacid6 d’'un espectrometre de masses de ftriple quadrupol ja que la

selectivitat i 'exactitud del métode es veurien millorades.

Pot contribuir a I'efecte matriu el fet que I'id secundari de les aflatoxines és el de
'adducte en sodi, espécie que no ha estat introduida voluntariament ni a la mostra ni a
la fase mobil. Els valors porten a pensar que els resultats obtinguts per les aflatoxines,
a partir del métode cromatografic usat, sén més fiables pel i6 que correspon a la
relacié m/z de la molécula protonada que els obtinguts pel i6 que correspon a I'adducte
en sodi. En el cas de 'OTA, ambdds resultats obtinguts s6n comparables ja que no es

forma cap adducte siné una fragmentacio.

Donada la variacio dels resultats, ens varem plantejar repetir I'analisi utilitzant com a
detector un DAD. En aquest cas, I'experiéncia es va realitzar, fent incubacions de cada
fong sobre arrds durant 7 dies a 27°C. L'analisi cromatografica es realitza mitjangant
HPLC-DAD. Els resultats que es presenten a la Taula 3.18, sén la comparacio de la
quantificacié de cada una de les toxines utilitzant el detector DAD i el detector de

masses pel i6 secundari o bé el primari.

Detector G2(mg/Kg) G1(mg/Kg) B2(mg/Kg) B1(mg/Kg) OTA(mg/Kg)
MS (i6 primari) 14 155 14 122 91
MS (i6 secundari) 1 124 26 225 143
DAD 7 91 14 303 No detectable

Taula 3.18. Valors de la quantificacié de cada una de les toxines utilitzant el detector de MS per
I'ié primari, i6 secundari i el detector DAD.

Es pot comprovar que utilitzant els dos detectors, MS i DAD, els valors de produccié
de les aflatoxines sén del mateix ordre de magnitud menys en el cas de I'aflatoxina B;
que dona un valor superior utilitzant HPLC-DAD. En el cas de I'ocratoxina, utilitzant el

detector DAD, no es pot detectar.
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3.6.3. Avaluacié de la capacitat de produccié d’aflatoxines B4, B;, G, Gz i
ocratoxina A en compost final de Blanes i Manresa per part de les soques
Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus ochraceus CECT 2948 per
HPLC-DAD-MS.

Un cop s’ha comprovat que les dues soques de col-leccié Aspergillus parasiticus
CECT 2681 i Aspergillus ochraceus CECT 2948, produeixen les aflatoxines i TOTA
sobre arros, es vol comprovar la capacitat d’aquestes soques de produir les toxines

d’interés en compost final de Blanes i Manresa.

Per a cada mostra de compost final es realitza el mateix procediment que per I'arros:

Dins un erlenmeyer de 100 ml es pesen 5 g de compost, se li addicionen 5 ml d'aigua
desionitzada i s’autoclava a 121°C durant 15 min. El compost s'inocula amb 2 disquets de cultiu
del fong procedent de la CECT, per a cada mostra i s'incuba a 27°C durant 7, 14 i 21 dies.
Abans de la sembra es comprova la identitat del fong per microscopia optica que els
fongs desenvolupats siguin els correctes i que no s’hi troben contaminacions de cap
altre fong. Es realitza I'extraccié tal i com es descriu a I'apartat 3.5.3. L’extracte s'injecta al
cromatograf seguint el metode HPLC-DAD-MS descrit a l'apartat 3.5.4.1. El resultat de la
inoculacié de les soques de control sobre compost mostra que aquestes creixen correctament

com es pot observar a la pagina 130 d’aquesta Tesi.

Cal remarcar que la produccié de toxines es considera positiva quan els pics apareixen
al mateix valor de tems de retencié que el patro, tant amb el detector DAD com en
mode SIR+ o bé SIR- en el detector de MS.

A continuacio, els cromatogrames que es presenten son els de les mostres de Blanes i

Manresa. Han estat inoculades per separat amb dos disquets de cultiu de les dues

soques de control de la CECT utilitzades en aquest estudi.
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A les Figures 3.37 a 3.42 es mostren els cromatogrames obtinguts amb el detector
DAD i amb SIR positiu per les mostres de compost inoculades amb la soca de control
Aspergillus parasiticus, i els cromatogrames en mode SIR negatiu que corresponen a

la soca Aspergillus ochraceus.
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Figura 3.37. Cromatograma de I'extracte del cultiu en detector DAD de la soca Aspergillus
parasiticus incubada sobre compost de Manresa (a) cromatograma del patré de concentracio
0,4mg/L (b) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 7 dies, sense inocular amb
soca fungica (c) cromatograma de la mostra incubada 7 dies amb dos disquets de cultiu (d)
cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 14 dies amb dos disquets de cultiu (e)
cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 21 dies amb dos disquets de cultiu.
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Figura 3.38. Cromatograma de I'extracte del cultiu en detector DAD de la soca Aspergillus
parasiticus incubada sobre compost de Blanes (a) cromatograma del patré6 de concentracio
0,4mg/L (b) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 7 dies, sense inocular amb
soca fungica (c) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat 7 dies amb dos disquets de cultiu
(d) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 14 dies amb dos disquets de cultiu (e)
cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 21 dies amb dos disquets de cultiu.
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Figura 3.39. Cromatograma de I'extracte del cultiu en mode SIR positiu de la soca Aspergillus
parasiticus incubada sobre compost de Manresa (a) cromatograma del patré6 de concentracié
0,4mg/L (b) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 7 dies, sense inocular amb
soca fungica (c) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat 7 dies amb dos disquets de cultiu
(d) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 14 dies amb dos disquets de cultiu (e)
cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 21 dies amb dos disquets de cultiu.
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Figura 3.40. Cromatograma de I'extracte del cultiu en mode SIR positiu de la soca Asperqgillus
parasiticus incubada sobre compost de Blanes (a) cromatograma del patré6 de concentracio
0,4mg/L (b) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 7 dies, sense inocular amb
soca fungica (c) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat 7 dies amb dos disquets de cultiu
(d) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 14 dies amb dos disquets de cultiu (e)
cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 21 dies amb dos disquets de cultiu.
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Figura 3.41. Cromatograma de I'extracte del cultiu en mode SIR positiu de la soca Asperqgillus
ochraceus incubada sobre compost de Manresa (a) cromatograma del patré de concentracio
0,4mg/L (b) cromatograma de I'extracte del cultiu de la mostra de compost de Manresa incubat
durant 7 dies, sense inocular amb soca fungica (¢) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat
7 dies amb dos disquets de cultiu (d) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 14
dies amb dos disquets de cultiu (e) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 21 dies
amb dos disquets de cultiu.
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Figura 3.42. Cromatograma de I'extracte del cultiu en mode SIR positiu de la soca Aspergillus
ochraceus incubada sobre compost de Blanes (a) cromatograma del patré6 de concentracié
0,4mg/L (b) cromatograma de I'extracte del cultiu de la mostra de compost de Blanes incubat
durant 7 dies, sense inocular amb soca fungica (¢) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat
7 dies amb dos disquets de cultiu (d) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 14
dies amb dos disquets de cultiu (e) cromatograma de I'extracte del cultiu incubat durant 21 dies
amb dos disquets de cultiu.
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Com es pot observar a les Figures 3.37. i 3.38, que corresponen als cromatogrames
obtinguts amb el detector DAD, de les soques de control incubades sobre compost de
Manresa i Blanes, no s’hi s’observa cap pic atribuible a la formacié de toxines. A les
Figures 3.39, 3.40, 3.41i 3.42, que corresponen als cromatogrames obtinguts en SIR+
i SIR-, si que s’observen pics als tr de les toxines. Com s’ha dit a I'inici de I'apartat, es
considera produccio de toxines positiva, si el tr del pic estudiat, coincideix amb el patrd
i apareix alhora en el detector DAD i en mode Sir+ o Sir-. Per tant, la produccié
d’'aflatoxines és inferior a 0,5 mg/kg en mostra i la produccié d’'OTA és inferior a 0,05

mg/kg en mostra.

Tot i aixi, es realitza una injeccié en mode SCAN d’aquestes mostres, que correspon a
la sembra dels fongs sobre compost final (Figura 3.43). També és realitza una injecci6
en mode SCAN del patré de concentracié 0,4mg/L de cada una de les toxines (Figura
3.44.).
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A partir del cromatograma de la Figura 3.43, en injeccié mode SCAN, es podria pensar
que hi ha produccié d’aflatoxina B1 a tr 6.80, pel que es fa necessari estudiar I'espectre

de masses per poder treure una conclusié final.
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Figura 3.43. Cromatograma amb mode SCAN de I'extracte del cultiu d’'una mostra de compost
de Blanes després de 7 dies d’'incubacié amb la soca de control Aspergillus parasiticus. El
cromatograma (a) realitzat a voltatge 20v (b) realitzat a voltatge 40 v (c) realitzat a voltatge 60v.

A la Figura 3.44, es mostra I'espectre de masses del patro de la toxina B a diferent

voltatges.
[6.929) 1. Scan ES+
1004 . 334.93 1.74e5
] Fatro b1 21295 a)
%,
] 33629
ol 23176 25581 28470 | ara73 aongs A1ABA 4ap 1520235 4gg g
R L] RARLE LA L) RLLLE LA L RN RLRES ULALN LALAE RLLAS LR LU BRI LA LU LR RARLE RALL LU ALY RALLE UL LAALY RLLES UL LLL
(6.923) 1: Scan ES+
100+ 334 93 by 1 695
] 31285
.
] 33629
o] 21362 269.88 554 70 ‘ P77 37276 4o 41464 4442548642 0,
G RARLE RAARS LAAR) LALLE RALLE LA RELRN RULLE LEALY LALES RULLE ULALE RALLE RALA) REALE REALE RELR) RARLE RALLE UL RALLY RALLE LAR) RRALE RLEES LLRE) RALL
1. Scan ES+
100+ 335.00 7 33e4
] c)
¥ 27oop 28491 F1300 o0 oo 414 76
] 26296y |297E1 | |7 37283 40069 2P 43515
0 L L B B L L L L L L L e L L m Ly LN L oy ey LS Rty s L nn Lot ens Lep eas s N 4
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Figura 3.44. Correspon a l'espectre de masses en mode SCAN del patré6 de 0,4 mg/L d’
aflatoxina B4 (a) espectre del patré de 0,4 mg/L de la toxina B1 a 20 V (b) espectre del patrd de
0,4 mg/L de la toxina B1 a 40 V (c) espectre del patré de 0,4 mg/L de la toxina B1 a 40 V
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A la Figura 3.45. es mostra I'espectre de masses de pic cromatografic de tr 6.80 de la
Figura 3.43 que coincideix amb el tr de la toxina B;. Com es pot observar, les senyals

de la Figura 3.44 i les de la Figura 3.45 no son iguals. Aquest fet corrobora que el

resultat pel que fa a la produccié d’aquesta toxina és negatiu.
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Figura 3.45. Correspon a I'espectre de masses en mode SCAN de la mostra de Blanes 7 dies
(a) espectre del pic de la mostra de tr 6.801 a 20 V (b) espectre del pic de la mostra de tr 6.801
a 40 V (c) espectre del pic de la mostra de tr6.801 a 60 V

Les comprovacions realitzades en mode SCAN i considerant que per a la produccié de
toxines s’han d’observar els seus pics en detector DAD i en mode SIR, podem
concloure que les soques de control no produeixen ni aflatoxines ni 'OTA sobre

compost procedent de les plantes de compostatge de Blanes i Manresa.
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3.7.Comprovacié de la capacitat micotoxigénica de la soca Aspergillus
parasiticus CECT 2681 sembrada primer sobre compost i després sembrada
sobre arros per UHPLC-UV.

Després d’haver comprovat la no produccié d’aflatoxines per part de la soca
Aspergillus parasiticus CECT 2681 sobre compost, en la present tesi es planteja el
seguent experiment: comprovar si la soca de control Aspergillus parasiticus perd la

seva capacitat micotoxigénica al ser sembrada sobre compost.
Per a fer-ho es realitza el seguient procediment:

Dins un erlenmeyer de 100 ml es pesen 5 g de compost, se li addicionen 5 ml d’aigua
desionitzada i s’autoclava a 121°C durant 15 min. EI compost s’inocula amb 2 disquets de cultiu
de la soca Aspergillus parasiticus CECT 2681. Per cada mostra, es sembren 3 erlenmeyers
que s’incuben a 27°C durant 7 dies. Passat aquest periode de temps, es pren mostra de cada
un dels erlenmeyers, amb la nansa de Kolle i es sembren sobre plaques de petri. S’ incuben les
plaques a 27°C durant 7 dies. Es comprova al microscopi que és el fong Aspergillus parasiticus.
Seguidament dins d’'un erlenmeyer de 100 ml que conté 5 g d’arros, se li addicionen 5 ml
d’aigua desionitzada i s’autoclava a 121°C durant 15 min. L’arros s’inocula, com s’ha dit
anteriorment, amb 2 disquets del cultiu desenvolupat sobre les plaques de petri. Per cada
mostra, es sembren 3 erlenmeyers que s’incuben a 27°C durant 7 dies. Es realitza I’ extraccié
segons l'apartat 3.5.2 i s’analitza com es descriu a l'apartat 3.5.4.2. A la Figura 3.44 es mostra

un esquema del procediment.

Sembrar Incubar Inocular [ 71 Incubar
é é Xy
‘ 7 dies ‘

Figura 3.46. Esquema del procediment de comprovacié e la pérdua de capacitat micotoxigénica
de la soca de control.

Juntament amb les tres mostres d’Aspergillus parasiticus inoculat sobre compost i
després inoculat sobre arrds, se’n preparen al mateix temps tres més seguint el
procediment de 'apartat 3.5.1 per tal de poder realitzar la comparacié entre la mostra
inoculada directament sobre arrds i la mostra inoculada primer sobre compost i

després sobre arros.
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Les Figures 3.47 i 3.48 mostren el Cromatograma UV del patré d’aflatoxines d’1ug/L
de concentracioé i el cromatograma UV de la produccié de toxines per part de la soca

d’Aspergillus parasiticus resembrada.

A la Taula 3.19. es mostren en primer lloc els resultat de la comparativa de produccio
d’aflatoxines realitzada entre la soca inoculada directament sobre arros (A1) i la soca
inoculada primer sobre compost i després sobre arrds (A2) i en segon lloc els
coeficients de variacio de la produccio de cada una de les aflatoxines després d’haver

realitzat tres repeticions per a cada mostra.
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Figura 3.47. Cromatograma UV del patré d’aflatoxines d’1ug/L de concentracio.
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Figura 3.48. Cromatograma UV de la produccidé de toxines per part de la soca d'Asperqgillus
parasiticus (A2).

Tractament G2 G1 B2 B1
Mostra |(mg/Kg)|CV G2|(mg/Kg)|CV G1|(mg/Kg) | CV B2 | (mg/Kg) | CV B1
A1 88 34% 578 10% 17 15% 618 10%
A2 88 28% 805 19% 24 12% | 1004 | 12%

Taula 3.19. Comparativa de produccié d’aflatoxines per part de la soca Asperqgillus parasiticus
en les mostres d’arrdos (A1): soca inoculada directament sobre arrds, i (A2): soca inoculada
primer sobre compost i després sobre arrds. Coeficients de variacid per a cada aflatoxina
segons I'analisi realitzat (tres repeticions).
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Com es pot observar a la Taula 3.19, la soca control Aspergillus parasiticus CECT
2681 no perd la capacitat micotoxigénica al ser incubada sobre compost i després
sobre arrds ja que els valors de produccio d’aflatoxines son similars als obtinguts quan

la soca s’incuba directament sobre arros.

3.8. Comprovacié de la produccié d’aflatoxines en matrius de barreges arros i

compost en diferent proporcié per UHPLC-UV.

A lapartat 3.7. s’ha comprovat que la soca de control Aspergillus parasiticus CECT
2981 no perd la seva capacitat micotoxigénica quan creix de nou sobre arrds, al ser
recuperada després de ser sembrada sobre compost. L'objectiu d’aquest apartat és
comprovar si el compost inhibeix la produccié de les aflatoxines per part d’'una soca
productora quan aquesta esta present en el substrat de creixement. Aixi s’estudiara la
influencia de l'addici6 de compost, en diferents percentatges de concentracid, a la

matriu de creixement arros.

El disseny de I'experiment es mostra a la Taula 3.20., on per una banda s’hi mostren
les proporcions de les barreges realitzades d’arrdos-compost, i, per l'altra, la proporcio
de dissolvent d’extraccié que s’ha utilitzat en cada cas segons la proporcié de la
barreja arrds/compost. La proporcid de dissolvent s’ha variat per a millorar I'extraccié

d’aflatoxines. De cada barreja se’n preparen tres mostres.

La preparacié de l'indcul s’ha fet seguint el procediment descrit a I'apartat 3.5.1,
I'extraccio segons els apartats 3.5.2 i 3.5.3 i el métode cromatografic utilitzat és el que
es descriu a l'apartat 3.5.4.2 (2).

Matriu Pes Extraccid
(n=3) Arros (g) PesCompost(g) MeOH : H20
Arros (1) 5 0 90:10
Arros 80 (2) 4 1 90:10
Arros50 (3) 2,5 2,5 90:10
Arros 20 (4) 1 4 70:30
Compost (5) 0 5 70:30

Taula 3.20. Barreges realitzades d’arrdos-compost amb la proporcié d’eluent que s’ha utilitzat en
cada mostra per a I'extraccio de les toxines.
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A continuacio es mostren els cromatogrames obtinguts per a cada una de les analisis
de les barreges d'arros—compost realitzades. La Figura 3.49 és el cromatograma UV
del patré d’aflatoxines de concentracio 1 ug/L. A les Figures 3.50 - 3.51 es mostren els
resultats obtinguts després d’incubar el fong sobre les diferents proporcions arros:

compost
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Figura 3.49. Cromatograma UV del patré d’1 ug/L de concentracié de cada una de les quatre
aflatoxines
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Figura 3.50.Cromatograma UV de I'extracte del cultiu de la mostra (2) d’arros 80%, 20 %
compost després de ser incubada a 27°C durant 7 dies, després de la sembra de 2 disquets de
cultiu de la soca Aspergillus parasiticus CECT 2681.
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Figura 3.51.Cromatograma UV de I'extracte del cultiu de la mostra (4) d’arrés 20%, compost
80%després de ser incubada durant 7 dies a 27°C, després de la sembra de 2 disquets de
cultiu de la soca Aspergillus parasiticus CECT 2681.

A la Figura 3.51. s’observa com en la proporcid Arros 20% (80% compost), ja no es

detecten ni I'aflatoxina G, ni la B,.
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La Figura 3.52. mostra el solapament entre dos cromatogrames realitzats amb el
detector UV, el d’Arrds 100%, mostra (1), i el de compost 100% mostra (5). Com es pot
observar, la produccié de toxines en compost no es detecta per sobre del limit de

deteccid del métode.

Cromatograma Arrds — Gl

040 Cromatograma compost ——

020+

0.oo

e I e e e T S s e e e T E S e e T A e e e e I e e e
0.00 020 0.40 080 0.an 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80
Minutes

Figura 3.52. Cromatograma UV de I'extracte del cultiu de les mostres d’Arrds (1) i Compost (5)
després de ser incubada durant 7 dies a 27°C, després d’haver estat inoculat amb 2 disquets
de cultiu de la soca Aspergillus parasiticus CECT 2681.

A continuacio, es presenta a la Taula 3.21. els resultats de la produccio de les
aflatoxines per part de la soca control Aspergillus parasiticus CECT 2681 en els
diferents experiments duts a terme. Es pot observar que la produccié de toxines
disminueix a 'augmentar el percentatge de compost en la composicié del substrat de
creixement. La produccié de toxines quan el fong es desenvolupa sobre només arros
(Arrds100) és 3,5 vegades major que la de la mescla Arrds80. La produccié sonre
Arros80 és 4,4 major que la de I'Arros50. També s’hi mostren els calculs dels
coeficients de variacié (per n=3), calculats per a cada una de les aflatoxines, segons la

barreja de substrat de creixement realitzada.

Aquests resultats permeten afirmar que el compost inhibeix la produccio d’aflatoxines.

Matriu | G2 (mg/Kg) G2 CV|G1 (mg/Kg) G1CV [B2 (mg/Kg) B2 CV| B1(mg/Kg) B1CV
Arros 67 11% 265 11% 42 18% 366 4%
Arros80 18 44% 84 44% 7 48% 100 37%
Arros50 3 60% 16 56% 2 50% 26 38%
Arros20 | <0,0006 -- 2 36% | <0,0004 -- 3 29%
Compost | <0,0006 - <0,0007 - <0,0004 - <0,0004 -

Taula 3.21. Calcul de la produccié d’aflatoxines en les diferents barreges arros—compost
realitzades.
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La representacio grafica de les dades de la Taula 3.21. es mostra en els Grafics 3.1,
on s’hi visualitza la produccié de toxines vs. matriu de creixement i 3.2, on s’hi
presenten els CV.
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Grafic 3.1. Relacié de la produccié d’aflatoxines segons la composicié del substrat de
creixement.
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Grafic 3.2. Relacio dels coeficients de variacio de la produccio d’aflatoxines segons la
composicié del substrat de creixement.

La Figura 3.53. mostra les barreges arros-compost després de ser inoculades amb dos

disquets de cultiu de la soca de control i incubades durant 7 dies a 27°C.

{

Figura 3.53. Mostra d’Arrds 100%, Arrds 50 % i Compost 100% després de ser inoculada amb
dos disquets de cultiu del fong Aspergillus parasiticus i incubada durant 7 dies a 27°C.

S’observa que el fong inoculat creix en tots els casos, també quan la matriu és només

compost, tot i que é€s en arrds on s’observa un major creixement.
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3.9. Resum dels apartats 3.6, 3.7 i 3.8

En el present apartat es resumeixen dades els resultats obtinguts pel que fa referéncia
a la producci6 de toxines, segons el substrat de creixement i segons el tractament de

mostra que es realitza.

S’ha comprovat que la soca de control Aspergillus parasiticus CECT 2681, produeix
aflatoxines quan es sembrada sobre arrds perd no sobre compost i que la produccié
de toxines disminueix a mesura que augmenta la proporcié de compost respecte

I'arros en el substrat de creixement.

També s’ha comprovat que la soca de control no perd la seva capacitat

micotoxigénica al ser inoculada sobre compost i després sobre arros.

A la Taula 3.22 es mostren els valors de la producci¢ total de toxines segons la
composicio del substrat de creixement, segons el detector i el métode utilitzat i segons

el tractament donat a la mostra, concretament les mostres de I'apartat 3.7.

La mostra (A1) és la produccié de la soca control inoculada sobre arros i la mostra

(A2) és la produccio de la soca inoculada sobre arrds i després sobre compost.

Matriu Detector Métode Total aflatoxines (mg/Kg)
Arros MS 1 305
Arros DAD 1 415
Arros (A1) uv 2 1301
Arros (A2) uv 2 1921
Arros100 uv 2 740
Arros80 uv 2 209
Arrds50 uv 2 47
Arros20 uv 2 5
Compost MS/DAD/UV 1,2 -

Taula 3.22. Valors de la produccié total de toxines.

Els diferents experiments exposats fins ara al llarg de la part experimental mostren que
les soques Aspergillus parasiticus CECT 2681 i Aspergillus ochraceus CECT 2948
descrites com a productores de les aflatoxines i OTA respectivament, produeixen

efectivament les toxines sobre arrds, perd no ho fan sobre compost.
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3.10. Comprovacié de la produccié de les aflatoxines B4, B2, Gy, G i
'ocratoxina A per part dels fongs aillats de les mostres de les plantes de
Blanes i Manresa i de les diferents mostres de composts finals.

En aquest apartat, es vol estudiar si els fongs dels géneres Aspergillus i Penicillium
aillats de les diferents mostres de compost analitzades poden produir aflatoxines o
ocratoxina A sobre arrds; és a dir, en un substrat de creixement on la produccié de

toxines es veu afavorida si la soca fungica té capacitat d’elaborar-les.

Per aix0, després d’haver aillat els fongs de les diferents mostres analitzades en
aquest treball i identificat els que pertanyen a géneres potencialment afla o
ocratoxigénics, se’n realitza la inoculacié sobre arrds tal com s’ha descrit en I'apartat
3.5.1. L’extraccid es realitza com es descriu a l'apartat 3.5.2 del present treball i

I'analisi seguint el métode cromatografic utilitzat és el descrit a 'apartat 3.5.4.2 (1).

138



PART EXPERIMENTAL I DISCUSSIO DE RESULTATS

A la Taula 3.23, es presenten el total de mostres analitzades, és a dir, els fongs dels
generes Aspergillus i Penicillium estudiats, indicant-se a partir de quina mostra van
ser aillats.

Mostra Geénere

M inici 1 soca Penicillium

3 soques Aspergillus

M meitat tunel | 2 soques Aspergillus

M final tunel 3 soques Aspergillus

M 2 mesos 2 soques Aspergillus

M 3mesos 1 soca Aspergillus

1 soca Penicillium

B inici 1 soca Penicillium

1 soca Asperqgillus

B final tanel 1 soca Aspergillus

B 3 mesos 1 soca Aspergillus

C casola 1 1 soca Aspergillus

1 soca Penicillium

C casola 2 1 soca Aspergillus

Taula 3.23. Fongs dels géneres Aspergillus i Penicillium aillats de cada una de les mostres
analitzades.
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A continuacié, a la Figura 3.54, es mostren els cromatogrames obtinguts d’un patré de
0,4 mg/L de les toxines i, a mode d’exemple, el de I'extracte del cultiu en arros de un
fong del génere Aspergillus que s’ha aillat de la mostra de compost de Manresa final i
que s’ha incubat durant 21 dies a 27°C per estudiar si és capag¢ de produir les cinc

micotoxines.
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Figura 3.54. Cromatograma d’un patr6é d’aflatoxines B4, B,,G4, G, i OTA d’'una concentracié de
0,4mg/L de cadascuna de les toxines i de I'extracte del cultiu del fong del génere Aspergillus
sobre arros, aillat de la mostra de Manresa final incubat durant 21 dies a 27°C (a)
Cromatograma del patré en detector DAD a 350 nm (b) Cromatograma de I'extracte de cultiu de
la soca d’Aspergillus en detector DAD a 350 nm (c) Cromatograma del patré en mode SIR- (d)
Cromatograma de I'extracte del cultiu en arrds de la soca en mode Sir- (¢) Cromatograma del
patré en mode Sir+ (f) Cromatograma de la I'extracte del cultiu en arrds de soca en mode Sir+.

Les senyals observades a la Figura 3.54. no coincideixen amb els temps de retencié
de les toxines estudiades. Es considera que perqué hi hagi produccio de toxines, els
cromatogrames estudiats han de presentar pics als tr del patré simultaniament en DAD
i mode SIR- o SIR+.

Es conclou que cap dels 20 fongs del génere Aspergillus i Penicillium analitzats no han

produit aflatoxines, per sobre de 0,5 mg/kg de mostra, ni OTA per sobre de 0,05 mg/kg

de mostra, al ser incubats sobre arrdos a 27°C, durant 7,14, i 21 dies.
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CONCLUSIONS

A continuacié es recullen les conclusions obtingudes a partir dels experiments descrits
en els diferents apartats d’aquesta tesi doctoral, segons els objectius plantejats

inicialment i en funcié dels resultats obtinguts:

a) Cap dels fongs dels géneres Aspergillus i Penicillium aillats de les mostres de
compost final ni de les mostres obtingudes durant el procés de compostatge, ha sigut
capa¢ de produir -quan s’incuben sobre arros a 27°C- aflatoxines o OTA en
concentracions iguals o superior als limits de deteccié dels diferents métodes

cromatografics emprats.

b) S’ha comprovat que Aspergillus parasiticus CECT 2681 produeix les aflatoxines B4,
B,, G4 i G, quan creix sobre arrds. Ara bé, quan aquest es desenvolupa sobre arros al
qual s’hi han afegit concentracions creixents de compost, disminueix la produccio
d’aquestes micotoxines, no podent-se detectar les quatre aflatoxines a partir d’una

concentracio del 20% de compost en arros.

c) Aspergillus ochraceus CECT 2948, productora d’OTA sobre arrds, no ha estat capag
de produir aquest metabolit per sobre del limit de deteccié quan s’ha incubat sobre

compost.

Considerant les tres premisses anteriors es conclou que:

1.- Malgrat que s’han identificat 13 géneres de fongs diferents a partir de les mostres
analitzades, -d’entre ells 16 soques dels géneres Aspergillus i 4 del génere Penicillium-
, €l procés de compostatge no permet que aquests fongs produeixin aflatoxines ni OTA
en concentracions superiors al limit de deteccid dels equips utilitzats. Els géneres
Aspergillus, Acremonium, Mucor i Trichoderma, fongs ambientals molt habituals, sén

els que es troben en la majoria de les mostres analitzades.
2.- Després dels estudis realitzats amb soques control productores d’aflatoxines i

d’OTA, es conclou que el compost no és un substrat adequat per a la produccié de les

micotoxines.
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RESUMEN

Este articulo aporta los resultados obtenidos tras realizar
el aislamiento e identificacion de los mohos presentes en
muestras obtenidas en los distintos estadios de la produc-
cién de compost en dos plantas de compostaje catalanas
(Blanes y Manresa), asi como de muestras de compost
final de distintos origenes.

Identificados los mohos, se evalla la capacidad
de producir aflatoxinas y ocratoxina A de las ce-
pas pertenecientes a los géneros Aspergillus y Pe-
nicillium utilizando cromatografia HPLC-MS.
Se concluye que ninguna de las cepas aisladas es capaz
de producirlas.

Palabras clave: Aflatoxinas, Compost, Cromatografia
HPLC-MS, Mohos, Ocratoxina A.

SUMMARY

This article describes the results obtained after the isola-
tion and identification of the moulds present in samples
obtained at different stages of the compost production
process from two Catalan composting plants (Blanes and
Manresa) as well as compost samples taken from other
origins.

Once the moulds were identified, the main goal of the
present work was to determine by means of HPLC-MS
chromatography if the Aspergillus and Penicillium strains
isolated from the mentioned previous samples were ca-
pable to produce aflatoxins and ochratoxin A.

None of the isolated strains demonstrated to be mycotoxi-
genic.

Key Words: Aflatoxins, Compost, HPLC-MS chromatog-
raphy, Moulds, Ochratoxin A.

RESUM

Aquest article aporta els resultats obtinguts després de
realitzar I’aillament i identificacié de les floridures presents
en mostres obtingudes en els diferents estadis de la pro-
duccié de compost en dues plantes de compostatge cata-
lanes (Blanes i Manresa), aixi com de mostres de compost
final de diferents origens.

Un cop identificades les floridures, s’avalua la capacitat
de produir aflatoxines i ocratoxina A de les soques perta-
nyents als géneres Aspergillus i Penicillium utilitzant cro-
matografia HPLC-MS.

Es conclou que cap de les soques aillades és capag de
produir-les.

Paraules clau: Aflatoxines, Compost, Cromatografia
HPLC-MS, Floridures, Ocratoxina A.
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1. INTRODUCCION

Entre los contaminantes organicos de origen natural, a
los que puede estar expuesto el hombre, se encuentran
las micotoxinas. Las micotoxinas son producidas por
algunas cepas de hongos y su grado de toxicidad varia
ampliamente en funcion de su estructura quimica ',
Las aflatoxinas son una familia de micotoxinas con una
alta toxicidad. Quimicamente, son derivados de difu-
ranocumarinas producidas principalmente por cepas
del género Aspergillus. Como contaminantes natura-
les se han descrito cuatro diferentes: B,, B,, G, y G, ?.
Su estructura quimica se muestra en la Figura 1. En
concreto, la aflatoxina B, esta clasificada por la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer en el Grupo 1,
es decir, como carcindégena para el hombre ¥,

La ocratoxina A (OTA) es producida por espe-
cies de los géneros Aspergillus 'y Penicillium.
La molécula de OTA esta formada por una isocumari-
na clorada unida a través de un grupo carboxilico a la
L-fenilalanina mediante un enlace amido. Su estructura
quimica se muestra en la Figura 2. La Agencia Interna-
cional de Investigacién del Cancer clasifico la OTA en el
grupo 2B como carcindgeno renal para animales y posi-
blemente para los humanos B,

o, OH
©j I [ r
NH ‘ o
RZe™
cl

Figura 2. Estructura quimica de la ocratoxina A (OTA)

Tradicionalmente, la investigacion de estas to-
xinas se ha centrado en alimentos ¥ y piensos.
No obstante, otros estudios indican que los alimentos
pueden no ser la Unica fuente de exposicion a estos to-
xicos, contemplandose otras vias de intoxicacién como
puede ser la inhalacion de esporas que vehiculen mico-
toxinas, hecho descrito en plantas de compostaje 7. A
raiz de estos datos, el objetivo de este trabajo es aislar
e identificar los mohos presentes en diferentes muestras
de compost o de muestras obtenidas durante el proceso
de compostaje y, en el caso de aislar cepas pertene-
cientes a los géneros Aspergillus y Penicillium, evaluar si
éstas son capaces de producir aflatoxinas u OTA.

Aflatoxina B,
(AFB2)

Aflatoxina B;
(AFB1)

2. MATERIAL Y METODOS

Muestras

Se analizaron un total de 18 muestras obtenidas en Cata-
lufa: 7 muestras se tomaron en la planta de compostaje
de Manresa, 6 en la planta de Blanes, 2 de compost casero
en Pineda de Mar, obtenido a partir de residuos vegetales
de una cocina familiar(CC final), 2 de compost procedente
de residuo sélido urbano procesado en la planta CESPA
de Can Barba de Terrassa (RSU final) y una de compost
procedente de estiércol de caballo obtenido en un comer-
cio especializado en productos de jardineria (CCB).

En el caso de las muestras obtenidas en la planta de Manre-
sa, estas setomaron endiferentes momentos del procesode
compostaje: inicio (Minicio),amitad deltunel de compostaje
(M mitad tunel), al final del tunel (M final tu-
nel), tras 15 dias de maduracién (M 15 dias), tras
1 mes de maduracion (M 1 mes), tras dos meses
de maduracién (M 2 meses) y al final del proceso
(M final).

En el caso de las muestras obtenidas en la planta de Blanes,
se tomaron muestras equivalentes a las de Manresa, con
excepcion de la muestra a mitad del tunel, ya que el pro-
ceso de elaboracion que siguen ambas planta es diferente
(B inicio, B final de tunel, B 15 dias, B 1 mes, B 2 meses y
B final).

Recuento e identificacion de los mohos presentes en
las muestras.

Se realizé un banco de diluciones decimales de cada
muestra en solucién salina estéril. A partir de cada dilu-
cion y por triplicado, se sembré por agotamiento en su-
perficie 0,1 mL sobre placas de agar extracto de malta
adicionadas con 30 ppm de clorhidrato de oxitetraciclina.
Las placas se incubaron a 27°C durante una semana, se
contaron las colonias y se determind el nimero de unida-
des formadoras de colonias (Ufc) por gramo de muestra.
Una vez desarrollados los mohos se procedié a obtener
cultivos puros de cada uno de ellos en placas de agar ex-
tracto de malta y las cepas fueron identificadas a partir de
las caracteristicas macroscépicas de las colonias y de sus
caracteres microscopicos. A continuacién, se selecciona-
ron los pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penici-
llium para evaluar su capacidad de producir aflatoxinas y
ocratoxina A sobre arroz.

Aflatoxina G,
(AFG2)

Aflatoxina G;
(AFG1)

Figura 1. Estructura quimica de las aflatoxinas
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Estudio de la capacidad micotoxigénica de las cepas
de los géneros Aspergillus y Penicillium aisladas a par-
tir de las muestras

Inoculacién y cultivo de las cepas en arroz

En un erlenmeyer de 100 mL se pesan 5 g de arroz, se le
adicionan 5 mL de agua desionizaday se autoclavaa 121°C
durante 15 min. El arroz se inocula con 2 discos del cultivo
de la cepa a evaluar obtenidos a partir de una colonia de
7 dias desarrollada sobre agar extracto de malta al 2%.
Este procedimiento se repite para cada hongo, segun se
describe en el método recomendado por la Food and Drug
Administration (FDA) ©.

Una vez inoculados, los matraces se incuban a 27°C du-
rante 7, 14 y 21 dias. Una vez finalizado el periodo de in-
cubacién, se comprueba si la cepa ha producido alguna
de las cinco micotoxinas de interés (aflatoxinas B,, B,, G,,
G, u OTA) mediante un método de analisis cromatografico
que permite identificarlas simultaneamente 19,

Como controles positivos se usan las cepas Aspergillus
parasiticus CECT 2681 y Aspergillus ochraceus CECT
2948, de las cuales esta descrita su capacidad de pro-
ducir aflatoxinas y ocratoxina A, respectivamente, cuando
crecen sobre arroz 11,

Reactivos y Patrones

Se dispone de patrones de las aflatoxinas B,, G,, B,, G, y
OTA (>98%). Estos productos han sido suministrados por
Sigma-Aldrich, (Barcelona).

Los disolventes utilizados son metanol y acetonitrilo su-
ministrados por VWR (West Chester, Pennsylvania)._

Extraccién de las micotoxinas

A partir de cada uno de los cultivos incubados de los hon-
gos en arroz, controles y cepas a evaluar, se procede a ex-
traer las posibles toxinas utilizando como solvente de ex-
traccién una mezcla de metanol:agua (90:10). Sobre el total
de la muestra, se realizan dos extracciones sucesivas con
45 mL de solvente, se someten a agitacion magnética du-
rante 30 minutos y se filtran con papel de filtro Whatman
numero 3 por gravedad. Los filtrados se recogen en un
matraz aforado de 100 mL y se enrasa con el diluyente de
extraccion.

Estudios realizados sobre muestras de arroz adicionadas
a nivel de 2 mg/kg han demostrado que en todos los ca-
sos la recuperacién de cada una de las toxinas es superior
al 90%.

Preparacion de muestra para inyeccién al cromatégrafo
Se toman 6,6 mL del extracto y se le afiaden 5 mL de agua
para tener un contenido del 40% en metanol. La diluciéon
resultante se filtra a través de un filtro de nylon de 0.22 pm
de tamano de poro.

Separacién cromatografica

La separacion cromatografica de las toxinas se realiza me-
diante un cromatografo Waters Alliance 2690. La columna
cromatografica utilizada es una Waters XTerra MS C18
(2.1x100mm, 3.5 pm) a 30°C y flujo de 0,2 mL/min.

Como fase mévil se utiliza una mezcla de (A) metanol y (B)
agua con un 0,1% de acido formico, el cual facilita la ioni-
zacion de las toxinas de interés en el espectréometro de ma-
sas. El gradiente de elucion es lineal, incrementandose del
40% A al 85% A en 6 minutos, manteniéndose isocratico

3 min y volviendo a la situacién inicial en 1 min. El equili-
brado de la columna, antes de una nueva inyeccién, es de
6 min. El tiempo total de andlisis, incluyendo el acondicio-
namiento inicial de la columna es de 16 min. El volumen de
inyeccion es de 10 pl.

Espectrometria de masas (ESI-MS)

La espectrometria de masas fue realizada en un espectré-
metro de masas de cuadrupolo simple con ionizacién por
electrospray Waters ZMD. La inyeccién se realiza en modo
SIR aplicando ESI positivo de 0 a 9,5 minutos donde se
detectaran las aflatoxinas G,, B,, G,, B, y ESI negativo de
9,5 a 14 minutos para la deteccién de la ocratoxina A. El
voltaje de cono para el seguimiento del idn primario de las
aflatoxinas B,, G, y OTA fue de 20 V. Para el resto de los
iones fue de 40 V.

Los iones primarios monitorizados fueron la mo-
lécula protonada en el caso de ESI positivo
(m/z 313,1 para AFB,, 329,1 para AFG,, 315,1 para AFB,,
331,0 para AFG,) y desprotonada en el caso de ESI ne-
gativo (m/z 402,3 para OTA). Asimismo se monitoriz6 el
aducto con sodio para las cuatro aflatoxinas (m/z 335,0
para AFB,, 351,0 para AFG,, 337,0 para AFB,, 353,0 para
AFG,) y para la OTA, un i6n secundario que corresponde a
una fragmentacion de la molécula (m/z 358,1).

Los tiempos de retencion para las aflatoxinas fueron de
4,46 min para AFG,, 5,54 min para AFG,, 6,35 min para
AFB,, 7,09 min para AFB, y para la OTA 10,82 min.

Método de cuantificacion

Para realizar la cuantificacion de aflatoxinas y OTA en las
muestras se ha realizado por el método del patron exter-
no. Se ha utilizado un patrén de una mezcla de las cuatro
aflatoxinas y la OTA de 0,4mg/L de concentracién en fase
movil, ya que se corresponde con el nivel de produccién
de las micotoxinas por parte de las cepas productoras
control. El método es lineal entre 0,1mg/L y 0,5mg/L para
las aflatoxinas G, y B, y entre 0,2mg/L y 1mg/L para las
aflatoxinas G,, B, y para la ocratoxina A entre 0,1 mg/L y
1mg/L.

Dada la preparaciéon de muestra indicada, los limites de
deteccién del método para cada una de las aflatoxinas
calculado sobre muestra seca es de 0,04mg/kg para la G,,
0,07 mg/kg para la G,, 0,07mg/kg para la B, 0,04mg/kg
para la B, y 0,06mg/kg para la OTA.

3. RESULTADOS

Resultados del recuento de hongos

Los resultados obtenidos tras realizar el recuento del nu-
mero de unidades formadoras de colonia por gramo de
muestra (UFC/g) se detallan en la Tabla 1. A partir de los
datos obtenidos de las muestras recogidas durante el pro-
ceso de compostaje de las plantas de Blanes y Manresa,
se observa que el nimero de mohos disminuye desde el ini-
cio del proceso hasta llegar ala maduraciéon, momento en el
quesunumeroaumentahastanivelesalrededorde 106Ufc/g.
El compost procedente de heces de caballo es el que pre-
senta valores de recuento mas bajos, posiblemente debi-
do a que el producto se obtuvo envasado, previniendo la
recontaminacion de origen ambiental. EI compost case-
ro es el que presenté unos valores mas elevados, siendo
intermedios los de los compost procedentes de residuos
urbanos.
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Tabla 1. Resultados del recuento de mo-
hos en las muestras de compost.

(M: Muestras procedentes de la depuradora de Man-
resa; B: Muestras procedentes de la depuradora de
Blanes; C C: compost casero; RSU: Muestras proce-
dentes de la planta de compostaje de residuos sdlidos
urbanos; CCB: Compost de estiércol de caballo)

Muestra Media (Ufc / g) Desviacion estandar (%)
M inicio 1.1 x 107 14,14
M mitad tunel 3.0x 10° 10,6
M final tinel 5.1 x 104 4,94
M 15 dias 9.5x10° 0,7
M 1mes 2.7.x10* 3,53
M 2 meses 6.8 x 10° 2,82
M final 8.0 x 10° 12,02
B inicio 3.2x10° 9,19
B final tanel 2.4 x10* 8,48
B 15 dias 4.4 x10° 7,77
B 1 mes 8.1 x 10° 11,31
B 2 meses 8.2 x 10° 10,6
B final 1.5.x 10°® 7,77
CCi1 >108 -
CC2 >108 ---
RSU 1 6,35 x 10° 4,94
RSU 2 1,35 x 10* 9,19
CCB <10 ---

Resultados de la identificacion de los hongos aislados
de las muestras

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos tras
la identificacion de los mohos aislados. Para cada géne-
ro, se aporta un dibujo de su aspecto microscopico y se
detalla a partir de qué muestras fueron aislados. En total,
se han aislado mohos de 12 géneros diferentes estando
todos ellos ampliamente descritos como contaminantes
ambientales. En concreto, del género Aspergillus se aisla-
ron 15 cepas y 5 cepas del género Penicillium.

Resultados de la evaluacion de la capacidad micotoxi-
génica de los géneros Aspergillus y Penicillium aisla-
das a partir de las muestras

Tras realizarse el estudio sobre la capacidad de produc-
cion de aflatoxinas B,, B,, G,, G, y de OTA, de acuer-
do con el método y criterio establecido por la FDA
para considerar una cepa como productora de mico-
toxinas, se puede asegurar que ninguna de las cepas
aisladas de las muestras de compost es aflatoxigéni-
ca o productora de OTA. En los ensayos control reali-
zados con las cepas obtenidas a partir de la Colecciéon
Espafola de cultivos Tipo, A. parasiticus CECT 2681 y
A. ochraceus CECT 2948, si se demostrd la produccion de
los metabolitos en estudio, como era de esperar.

En la Figura 3, se aportan los cromatogramas obtenidos
tras la inyeccién de un patron de las aflatoxinas B,, B,
G,, G, y OTA de una concentracion de 0,4 mg/I en disolu-
cion de cada una de las toxinas. Puede observarse que el
método permite identificar las cinco micotoxinas de forma
simultanea.

La Figuras 4 y 5, respectivamente, corresponden a los cro-
matogramas que demuestran la produccion de aflatoxinas
por la cepa A. parasiticus CECT 2681 y de OTA por A.
ochraceus CECT 2948 después de ser incubadas 7, 14 y
21 dias en arroz a 27°C

Una vez puesto a punto el método analitico y, compro-
bado con él la produccién de los analitos con las cepas

de los mohos control, se procedié a realizar por triplicado
las incubaciones en arroz de cada una de las 20 cepas
aisladas e identificadas dentro de los géneros Aspergillus
y Penicillium. En ninguno de los experimentos se detectd
la formacién de las aflatoxinas y OTA por encima de 1mg/
kg. Este resultado concuerda con el dato publicado por
Navajas et al. "%, En aquel trabajo, los autores afirman no
detectar ni aflatoxinas ni OTA en muestras de compost
analizadas mediante HPLC-MS; este resultado es cohe-
rente con el hecho de que como se ha demostrado en
este trabajo, ni siquiera en las condiciones mas favora-
bles, como incubando los hongos sobre arroz, las cepas
no han demostrado capacidad micotoxigénica.

Tabla 2. Géneros de mohos aislados.
(M: Muestras procedentes de la depuradora de Man-
resa; B: Muestras procedentes de la depuradora de
Blanes; C C: compost casero; RSU: Muestras proce-
dentes de la planta de compostaje de residuos sdlidos
urbanos; CCB: Compost de estiércol de caballo).

Género Muestras Género Muestras Género Muestras
Acremonium |M 1 mes Absidia M inicio Aspergillus |M inicio
B final tanel M2 meses M mitad tdnel
B 15 dias B inicio M final tdnel
B 2 meses M 2 meses
B final o, M final
cc1 s 4 B inicio
cc2 B final tdnel
RSU1 . B final
RSU2 cC1
CCB cC2
Cladosporium |M 2 meses Fusarium  |M inicio Geotrichum |M inicio
cc1 cc1 B inicio
> .’ ~ .

Mucor M inicio Nigrospora |CC1
M15 dias
M 2 meses

- B inicio

a B 2 meses .
. B final . po
RSU1

RSU2

Paecilomyces |CC 1

cCc2
Penicillium |M inicio Periconia  |M final Rhizopus  |M inicio
M 2 meses M final tinel
M final a M15 dias
! B inicio & M final
N I CC 1 * Q Q
¥ .
Ve e
Y
®

4. CONCLUSIONES

En el trabajo se han aislado mohos de muestras de com-
post final u obtenidas durante el proceso de composta-
je pertenecientes a diferentes géneros contaminantes
ambientales habituales. Después de aplicar el método y
criterio establecido por la FDA © para identificar cepas mi-
cotoxigénicas, se puede afirmar que ninguna de las cepas
identificadas dentro de los géneros Aspergillus y Penici-
lium es capaz de producir aflatoxinas u ocratoxina A.
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