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Summary

This research is part of a VIASAN program which presumes the
evaluation of the toxicity of the bakery cereal seeds and the main bakery
products. We've studied the fungus developed on and in bread seeds through
different methods of analyses: blotting test, Ulster test or dilution test.

The load of toxigenic fungi is enough high to alarm us irrespective of
the method of analyses. It is necessary to continue our investigations with the
detection of the mycotoxins level.

Informarea despre fungii asociati cu alimentele este deosebit de
importanta pentru evaluarea riscului contaminirii cu micotoxine. in timpul
procesdrii tehnologice alimentele pot fi contaminate cu spori de ciuperci,
mai ales cdnd semintele de cereale sunt macinate.

Micotoxinele sunt produsi metabolici secundari, nevolatili, cu greu-
tate moleculard relativ mica, care pot afecta persoanele expuse in diferite
moduri. Acesti compusi sunt considerati metaboliti secundari deoarece nu
sunt necesari pentru dezvoltarea ciupercilor §i sunt produsi ai proceselor
metabolice primare. Rolul micotoxinelor in viata ciupercilor nu a fost
stabilit clar, dar se presupune ca joacd un rol in eliminarea altor microorga-
nisme din competitia pentru aceeasi nisd ecologicd. Se presupune, de
asemenea, cd ajutad, la ciupercile parazite, sd invadeze tesuturile gazdei.
Nivelul de toxine necesar pentru producerea de efecte nocive asupra sana-
tatii variazd in limite foarte largi, in functie de sistemul imunitar al fiecarui
organism.

Fungii care produc micotoxine sunt definiti ca fungi toxigenici. Cele
mai studiate micotoxine sunt produse de specii de Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Stachybotrys si Myrothecium. Cu toate acestea, au fost detec-
tate toxine provenind de la mai mult mai multi fungi. Felul si nivelul toxinei
produse depinde de rasa fiziologicd a ciupercii, conditiile de dezvoltare
precum si de prezenta sau absenta microorganismului. Micotoxinele se
acumuleaza in sporii micetilor, fragmente de celule si substraturile nutri-
tive ale acestora. Unele micotoxine sunt carcinogenice, altele sunt vasoac-
tive sau pot cauza deteriorarea sistemului nervos central. Adesea o singura
micotoxind poate cauza mai multe efecte toxice tipice.
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Fungii care produc micotoxine periculoase sunt prezenti rareori in
mediul ambiental exterior, cel mai frecvent se gasesc in mediul ambiental
interior, pe si in semintele depozitate si produsele derivate (alimente si
furaje) (Smith et al., 1995).

Unele specii de fungi care colonizeaza cerealele produc micotoxine
insa nu toate izolatele de specii toxigenice produc micotoxine iar izolatele
apte de producerea micotoxinelor nu sintetizeazd intotdeauna toxina. Este
cunoscut faptul ca sinteza si elaborarea toxinei nu este vitala pentru repro-
ducerea si supravietuirea microorganismului. In general clasa chimica a
micotoxinei este specificd unui gen de ciuperci, adica de obicei numai un
gen de miceti produce o clasa datd de micotoxine. Dupa Mills (1990), numai
doua specil de Aspergillus produc aflatoxine $i numai citeva specii de Fusa-
rium produc fumonizine, desi specii apartinidnd la doud genuri, Penicillium
si Aspergillus pot produce ochratoxina.

Micotoxinele au un spectru larg de activitdti si specii tinta dupi
cum se poate observa in Tabel 1.

Tabel nr. 1
Fungi toxigenici, metabolitii lor si efectele asupra tintei
(dupd Mills, 1990)

Ciuperca Toxina produsd Efecte toxice Specii afectate
toxicitate acutd (ficat), multe
Aspergillus flavus aflatoxina cancer la ficat, om
suprimarea imunitatii om, animale
, . toxicitate acuta, orc, pui
Aspergillus alutaceus| ochratoxina o pore, p
cancer la rinichi om
. orbire cal
Fusarium ..
e fumonisina edeme pulmonare porc
verticillioides .
cancer esofagial om
) toxicitate acutd multe (nerumegatoare)
: trichotecene . . s
Fusarium suprimarea imunitdtii multe
graminearum vomitoxina toxicitate acutd multe
zearalenone | reproductive dysfunction porc
o . toxicitate acutd orc, pui
Penicillium spp. ochratoxina L pore. p
cancer la rinichi om

Unele au impact toxic asupra animalelor si plantelor, in timp ce
altele au efect toxic numai asupra unei specii sau asupra catorva specii.
Micotoxinele variaza foarte mult ca potential toxic si efecte toxice. Unele
micotoxine au actiune specificd afectdnd un organ (ficat sav rinichi). in
timp ce altele au un spectru mai larg de actiune afectdnd mai multe organe
sau tesuturi. Unele micotoxine cauzeaza toxicitate acuta (efect imediar),
un anumit organ pierzdndu-si imediat complet sau partial functionalitatea;
in timp ce altele provoaca toxicitatate cronica (pe termen lung), constand
in simptome ca pierderca de greutate sau disfunctionalitati reproductive.
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Alte micotoxine afecteaza sistemul imunitar predispundnd organis-
mul animal san uman la diferite infectii sau tulburdri metabolice. Unele
micotoxine produc tulburdri de moment iar organismele afectate 151 pot
reveni daca alimentul toxic este indepdrtat din alimentatie.

Concentratia de micotoxind necesard pentru inducerea efectului toxic
difera foarte mult, pentru unele fiind suficient 1 p.p.b., In timp ce pentru
alte micotoxine sunt necesare mai multe p.p.m.

Multe micotoxine actioneazd singure, altele actioneaza sinergic cu
alte toxine cauzind efecte mult mai puternice decét efectul fiecarei toxine,
la concentratii mult mai reduse decét concentratia periculoasi pentru fiecare
micotoxind luatd separat. Acest aspect face foarte dificila efectuarea unei
diagnoze de cdmp a contamindrii cu micotoxine. Foarte frecvent, pe un
vrac de seminte depozitate se gasesc mal multe specii de patogeni de
mucegaire care pot fi activi in aceleasi conditii de mediu, astfel incat poate
exista oportunitatea producerii mai multor micotoxine n lotul respectiv de
grane contaminate.

in concordanti cu cele afirmate mai sus, ciupercile care provoaci
mucegdirea semintelor depozitate pot afecta sanitatea omului in diferite
moduri: expunerea la sporii acestor ciuperci poate conduce la alergii acute
(ex. raspuns hipersensibil care conduce la pneumonie), alergii cronice (ex.
sinuzita) sau unele specii pot actiona ca agenti favorizanti pentru produce-
rea de boli grave la persoanele cu sistem imunitar slabit (persoane sub tra-
tament cu antibiotice, corticosteroizi sau imunosupresoare efectuat in urma
transplanturilor).

Fungii filamentosi cel mai frecvent Intdlniti la cerealele depozitate
sunt specii de Aspergillus, Penicillium si Fusarium. Aceste ciuperci sunt
periculoase putind provoca deteriorarea §i alterarea produselor gi produce-
rea de diferite micotoxine.

Speciile Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus, A. nominus, A. fumi-
gatus, A. versicolor si A. ochraceus) sunt unele din cele din cele mai frecvente
specii toxigenice. Acestea produc cele mai carcinogenice toxine - aflatoxine
si ochratoxina A (Kurtzman si colab., 1987, Abarca si colab., 1994, Teren
si colab., 1996, Joosten si colab., 2001, citati de Martins si colab., 1998).

Unele specii de Penicillium sunt frecvent implicate in degradarea
alimentelor si majoritatea produc mai mult de 10 metaboliti toxici (acid ciclo-
piazonic, patulina, citrinina, acid penicilic) (Frisvad si Filtenborg, 1989;
Martins si colab., 1998).

Desi multe specii de Fusarium exista In naturd, numai un mic numar
infecteaza cerealele in cdmp si produc micotoxine (fumonozine, zearale-
none §i tricotecene). Producerea este favorizata de umiditate ridicata si a
fost detectatd in multe culturi agricole.
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Cercetarile efectuate fac parte integrantd dintr-un grant VIASAN.
In continuare prezentdm doar rezultatele privind incidenta principalilor fungi
pe semintele de grau panificabil.

MATERIAL SI METODA

S-au colectat probe randomizate de cereale (grau, porumb, Triticale
si secard) pdine si produse de panificatie (biscuiti, fulgi de cereale) din
diferite judete ale tarii. Probele de grau recolta 2003 si 2004 s-au colectat
din 14 judete: Bacau, lagi, Bistrita-Nasdud, Silaj, Cluj, Alba, Brasov,
Sibiu, Hunedoara, Maramureg, Satu Mare, Bihor, Timis, Giurgiu. Probele
de porumb, recolta 2003 si 2004 s-au colectat din 7 judete, probele de Triti-
cale din Bragov si secara din Sibiu. Probele de péine au fost din Cluj si
Séalaj iar biscuitii si fulgii de cereale au fost cumparati din Cluj.

Fiecare proba (1 kg) a fost pusd intr-o punga sterilizata iar in labo-
rator a fost divizatd in 2 parti. O parte s-a utilizat pentru analizele micolo-
gice iar cealalta parte s-a folosit pentru analizele de micotoxine.

Analizele micologice s-au efectuat folosind metoda camerei umede
(sugativei) (Raicu Cristina, Doina Baciu, 1978), metoda Ulster, metoda pe
placi agarizate (Hulea Ana si colab., 1982) folosind 10 seminte din fiecare
probd in 3 sau 5 repetitii precum si testul dilutiilor pe placi Petri dupa
metoda descrisd de Mahmoud et al. (2001), care are la baza testul dilutiilor
descris de Christensen (1963).

Identificarea morfologica a coloniilor de fungi s-a facut dupa Raicu
Cristina si Doina Baciu (1978), De Vries (1952), Domsch si Gams (1972),
Raper si Fennel (1965) si Davis si colab. (1975).

REZULTATE OBTINUTE

in tabelul 2 prezentim gradul de infestare cu fungi a probelor colec-
tate pentru acest experiment. La toate tipurile de probe colectate din tara
putem observa un nivel ridicat de infestare cu fungi, peste 50%: la griu,
60% din probe sunt infestate, la porumb - 61,4% din probe dar cel mai
alarmant nivel de infestare se poate observa la paine - 100%, biscuiti si
fulgi de cereale.

Rezultatele indicd faptul ci in probele analizate, procentul de fungi
toxigenici este de asemenea ridicat, observam Penicillium de la 33% (in
gréaul recoltat In 2003) la 100% (in pdine) probe analizate; Aspergillus de la
25% (grau recoltat In 2003) la 100% (in Triticale) probe analizate si
Fusarium de la 33.3% (in paine) la 100% (Triticale) probe analizate.

Analizand probele prin testul pe sugativd, am determinat fungi
apartinind la 9 genuri (Tabel 3), care s-au dezvoltat pe semintele de griu
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dupa o incubare de 7 zile in termostat, pe discurile de sugativd umeda: Peni-
cillium, Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Helminthosporium, Septoria, Cados-
porium, Trichotecium $i Rhizopus. Pe seminte putem observa ciuperci de
cAmp, micoflora tipicd de depozit i microflord intermediara, conform cu
clasificarea facutd de Hulea Ana si colab. (1982) si observatiile facute de
Boariu Carmen (1988).

Tabel nr. 2
Gradul de infestare cu fungi a semintelor de cereale si produselor derivate
Probe Numir de probe infectate cu fungi
Produs analizate Total Fungi potential toxigenici (%)
(nr) or (%) Penicillium sp. | Aspergillus sp. | Fusarium sp.
Griu 130 78 (60.0) 38.46 38.46 76.92
2003 60 36 (60.0) 33.0 25.0 83.3
2004 70 43 (61.4) 41.86 48.84 69.77
Porumb 60 35 (58.3) 85.71 77.14 68.57
2003 25 16 (64.0) 75.0 62.5 56.25
2004 35 19 (54.3) 94.74 89.47 78.95
Secara 6 5 (83.3) 40.0 60.0 60.0
Triticale 6 5 (83.3) 80.0 100 100
Péine 6 6 (100) 100 83.3 333
Biscuiti 6 4 (66.7) 25.0 25.0 50.0
Fulgi 6 3 (50.0) 100 33.3. 100
Total 220 135 (61.4) 56.29 53.33 74.07
Tabel nr. 3

Frecventa fungilor pe seminte de grau, determinata prin testul pe sugativa

Judet Frecventa (%) fungilor pe semintele de griu determinati prin metoda sugativei
" |Penicill| Aspergill | Fusarium |Alternaria| Cladosp |SeptorialHelminth|Rhizop| Trichot

Baciu 35 10 20 40 5
Tasi 25 20 15 20 1.5
Bistrita 35 50 10 5
Salaj 25 5 25 30 15
Cluj 10 3.5 30 50 20
Alba 10 3 10 50
Brasov 5 2 40 75 5
Sibiu 15 15 20 20 10
Hunedoara 5 25 5
Maramures| 20 33 35 12
Satu Mare 10 57 46 3
Bihor 10 33 20 43 20 50 10
Timisg 3 10 80 3
Giurgiu 5 67
Media 12.0 14.75 19.64 36.50 7.50 0.32 0.57 | 464 | 0.71
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Fungii potential toxigenici sunt prezenti in toate probele din toate
judetele. Putem observa ci cea mai ridicata frecventd a speciilor de Asper-
gillus este pe probele colectate din Giurgiu (67%) si toate probele din toate
judetele sunt infestate cu Fusarium sp.

In tabelul 4 prezentam aceleasi probe incubate pe mediu Czapek —
Dox. Aici putem observa valori mai ridicate ale frecventei fungilor, decét
valorile inregistrate la testul pe sugativa. Valorile frecventei sunt in majori-
tatea lor duble si remarcdm acest fapt mai ales la fungii potential toxige-
nici: Penicillium, Aspergillus $i Fusarium.

La probele colectate din judetele din Moldova se poate observa o
incidenta ridicata a tuturor genurilor de fungi, comparativ cu media probe-
lor iar la probele colectate din Giurgiu genul Aspergillus atinge frecventa
ingrijoratoare de peste 90%.

Tabel nr.4
Frecventa fungilor pe semintele de grau determinatd prin metoda Ulster
(mediu Czapek Dox)
Frecventa (%) fungilor pe seminfele de griu determinatd prin metoda Ulster (mediu
Judet Czapek Dox)
Penicill. |Aspergill. | Fusarium|Alternaria| Cladosp. | Rhizopus | Trichot. | Stachybor.
Baciu 42.5 40.0 17.5 30.0 7.5 12.5
lasi 40.0 30.0 15.0 20.0 15.0 10.0
Bistrita 40.0 20.0 10.0 35.0 25.0 5.0 10.0
Silyj 20.0 20.0 5.0 15.0 3.0
Clyj 30.0 27.5 10.0 12.5 15.0
Alba 27.5 5.0 1.0 20.0 3.0
Brasov 52.5 5.0 22.5 52.5 7.5 7.5
Sibin 40.0 100 25.0 10.0
Hunedoara 12.5 65.0 12.5
Maramures 5.0 45.0 60.0 20.0 5.0
Satu Mare 30.0 47.5 45.0 15.0 35.0
Bihor 10.0 30.0 20.0 47.5 17.5 22.5
Timis 15.0 5.0 70.0 20.0 5.0
Giurgiu 5.0 925 . )
Media 24.28 35.71 16.14 26.61 10.04 6.64 1.78 0.89

Incidenta speciilor de ciuperci determinate pe toate probele de grau
prin ambele metode de analizd este prezentatd in tabelul 5. Prima valoare
este obtinutd pe sugativa iar a doua, pe mediu agarizat. Putem observa aceeasi
diferentd sesizatad anterior intre cele doud metode de analizd a dezvoltérii
fungilor pe seminte.

Pe sugativad se dezvoltd si microflora de cAmp in timp ce pe mediu
agarizat se dezvoltd cu preponderentd fungii apartinind microflorei de depozit
si intermediare.

Pentru scopul urmarit Tn cercetarile noastre recomandam folosirea
mediului agarizat care permite reliefarea fungilor din genurile potential toxi-
genice.
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Tabel nr. 5
Incidenta fungilor pe probele de griu analizate

I Frecventa fungilor pe probele de gru analizate
Fungi 0% sub 20% 20-70% peste 70%
ms. | mU | ms. [mU | ms | mU | ms. | mU
Penicillium sp. 40,0 | 15.38 | 33.3 | 34.62 | 26.7 | 38.46 - 11.54
Aspergillus sp. 433 [ 1538 26.7 {19.24| 26.7 | 50.0 { 3.3 [15.38
A. ochraceus 96.7 | 84.62 - 769 | 33 | 7.69 - -
A. niger 76.7 | 53.84| 6.7 |19.23| 133 [ 2308 3.3 | 3.85
A. nidulans 100 | 84.62 - 7.69 - 7.69 - -
A. flavus 90.0 | 61.54 - 19.23 | 10.0 | 15.38 - 3.85
A. glaucus 96.7 | 84.62 - 15.38 ] 33 - - -
A. versicolor 100 | 76.93 - 15.38 - 7.69 - -
A. fumigatus 934 | 923 | 33 | 385 ] 33 - - 3.85
Fusarium sp. 10.0 [ 2692 26.7 | 30.77 | 53.3 134.62| 6.67 | 7.69
Alternaria sp. 20.0 [26.92) 13.3 | 19.23 ] 43.3 13846 23.3 11539
Cladosporium sp. 56.7 | 38.46} 26.6 | 30.77 | 16.7 | 30.77 - -
Trichotecium roseum 93.3 | 88.77 - 769 | 6.7 |11.54 - -
Stachybotrys sp. 96.7 | 96.15| 3.3 - - 3.85 - -
Rhizopus sp. 76.7 | 61.54| 6.7 | 23.8 | 13.3 | 1538 3.3 -
Septoria sp. 90.0 | 100 | 10.0 - - - - -
Helminthosporium sp. 96.7 | 100 { 3.3 - - - - -
Acremoniella atra 96.7 | 96.151 3.3 | 3.85 - - - -
Epicoccum purpurascens| 96.7 | 100 | 3.3 - - - - -

Legenda: m.s. — metoda sugativei; m.U. — metoda Ulster

In concluzie, incircatura de fungi atit pe seminte cét si pe prodn-
sele alimentare, la toate probele analizate d.p.v. micotic, consideram ca este
suficient de mare ca si ne alarmeze, indiferent de metoda de analizd (pe
sugativa sau pe mediu agarizat) folositd. Este necesar sa continudm investi-
gatiile cu analiza de micotoxine 1n aceste probe si sd coroboram rezultatele
obtinute pentru a putea evalua gradul de periculozitate al principalelor ali-
mente si furaje.

In aceasti perspectivi, in urma obtinerii de indicii pozitive la tes-
tarile preliminare efectuate in cadrul protocolului de determinare a princi-
palelor micotoxine am reluat analiza micologica a probelor presupuse conta-
minate cu micotoxine. S-a folosit testul dilutiilor descris de Christensen (1963)
si aplicat de Mahmoud si colab.(2001). in cercetirile noastre am urmat pro-
tocolul utilizat de Mahmoubh si colab. (2001).

In tabelul 6 prezentim probele de grau la care s-au dezvoltat colonii
pe mediul Czapek Dox modificat. Observdm un maxim de 5724 colonii mico-
tice la probele din judetul Maramures, recolta 2003, din care 5624 colonii sunt
din genul Aspergillus (A. nidulans, fumigatus si terreus). Specia toxigenica
A. flavus s-a observat numai pe doud probe din Bistrita Nasdud, recolta
2003 si Hunedoara.
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Tabel nr. 6
Numérul de colonii micotice determinate prin testul dilutiilor la grau
n 3 repetitii

Proba BN.03;BN.04 [Bv.03 |Bv.04{Hd.04 |Gi.04| Mm.03|Mm.04{SM.04/Sh.04 {Sj.04
N.m.c 216.3| 133.7 | 442.0 [133.7(394.0 |53.33]1908.0[ 723.3 | 304.3 {1316.0{110.0
N.t.c/nr.rep | 649/3 ] 401/2 [1326/3]401/3]1182/3|160/2|5724/3|2170/2| 913/3 {3948/3]|330/2
Penicillium 19/1 - - {100/1| 13072 - - 1040/2] 3/1 | 89/1 | 30/1
Aspergillus 319/31 1/t [1326/31300/1{1022/3{160/2]5624/3 | 1130/1 | 91072 {3859/3]300/1

A.niger 1/1 - - - 100071} - - 3071 - - -
A.nidulans - - 42612 | - - |160/2/3300/1 - - 1375172 -
A.fumigatus | 101/1 - 900/1 1200/1] 2/1 - 24/2 - 81072 | 8&/1 -
A.terreus - - - - - - 12300/111100/1) - - -
A.flavus 215/3 - - - 20/1 - - - - - -
A.versicolor - - - - - - - - - - -
A.ochraceus - - - - - - - - 100/1 - -
A.glaucus - 1/2 - - - - - - - 100/11 -
Fusarium 300/1 | 300/1 - - 30/1 - 100/1 - - - -
Cladosporium | 3/1 - - 1/1 - - - - - - -
Alternaria sp. - (1001 - - - - - - - - -

Legenda: N.m.c. - media numdrului de colonii/ 3 repetitii;
N.t.c./nr.rep. - numdrul total de colonii determinat in cele 3 repetitii/nr.
de repetifii in care s-au identificat

CONCLUZII

Rezultatele obtinute de noi in urma analizelor micologice efectuate
se raliazd la concluziile exprimate de numerosi cercetatori in domeniu care
afirmad ca ,,unele specii de fungi care colonizeaza cerealele produc micoto-
Xine 1nsa nu toate izolatele de specii toxigenice produc micotoxine iar izo-
latele apte de producerea micotoxinelor nu sintetizeaza Intotdeauna toxina”
(Davies et al., 1995). Astfel, incarcatura mare de fungi toxigenici deter-
minatd pe unele probe nu se coreleaza cu continutul de micotoxind determi-
nat prin analizele chimice.

Multe micotoxine actioneazd singure, altele actioneaza sinergic cu
alte toxine cauzind efecte mult mai puternice decat efectul fiecérei toxine,
la concentratii mult mai reduse decét concentratia periculoasd pentru fiecare
micotoxind luata separat. Acest aspect face foarte dificild efectuarea unei
diagnoze de cAmp a contamindrii cu micotoxine.

Prezenta fungilor toxigenici pe seminte §i alimente nu indica produ-
cerea de micotoxine. Aceastd concluzie a noastra se suprapune pe afirma-
tille facute de Martins et al. (2003). De asemenea este evident faptul ca
toxinele pot persista in seminte mult timp dupd ce a avut loc formarea lor,
chiar si dupa moartea ciupercilor. Totusi, Bueno et al. (2001) mentioneazi
cd prezenta anumitor fungi implicd un risc potential pentru sanatatea omului
si animalelor.
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