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Bienvenida

En nombre del Comité Organizador tenemos el placer de darles la bienvenida al Il
Workshopde la Red de Excelencia sobre las micotoxinas y hongos toxigénicos y de sus
procesos de descontaminacion (MICOFOOD) que se celebra en Céceres durante los
dias 5 y 6 d septiembre de 2016. Confiamos en que el esfuerzo realizado sirva para
posibilitar el encuentro y la comunicacion directa entre los investigadores, docentes y
profesionales que trabajan en distintos aspectos relativos a los mohos toxigénicos y las
micotoxinas.

Esperamos que el programa que ha elaborado el Comité Cientifico resulte atractivo y
permita debatir ampliamente sobre los avances recientes en el campo de las
micotoxinas.

El programa se ha disefiado para facilitar la participacion, por lo quevigsrios a
compartir su experiencia con los demas asistentes, y de manera especial queremos
animar a participar a los jovenes que se estan formando como investigadores.

Estamos convencidos de que tanto el Instituto de la Carne y Productos Carnicos como la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Extremadura nos ofrece el marco y los
medios idoneos para las diferentes actividades a desarrollar en estas jormadas.

Queremos también transmitir nuestro agradecimiento a cada una de las instituciones y
empresasque con su desinteresado apoyo y colaboracion han hecho posible esta
reunion.

Finalmente os animamos a conseguir el maximo rendimiento de las sesiones cientificas
y a aprovechar esta oportunidad para disfrutar del atractivo cultural de Caceres y de
Extremadura.

Mar Rodriguez y Félix Nufiez

Comité Organizador
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STUDY OF THE FUNCTION OF GENES INVOLVED IN SECONDARY
METABOLISM IN ASPERGILLUS FLAVUSUSING HIGH -RESOLUTION
ORBITRAP MASS SPECTROMETRY

N. Arroyo-Manzanare's?, J. Diana Di Mavungy V. Ukat, S.V. Malyshevg J.W.
Cary?, K.C. Ehrlick, L. GamizGraci&, A.M. GarciaCampafi3 L.Vanhaeckg D.
Bhatnagat, S. De Saegeér

1L aboratory of FoodAnalysis, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Ghent University,
Ghent, Belgium;
2Department of Analytical Chemistry, Faculty of Sciences, University of Granada,
Granada, Spain;
3Southern Regional Research Center, Agricultural Research Service, US Dagasfm
Agriculture, New Orleans, LA, USA;
4Laboratory of Chemical Analysis, Department of Veterinary Public Health and Food
Safety, Faculty of Veterinary Medicine, Ghent University, Merelbeke, Belgium

narroyo@uar.es

The fungusAspergillus flavuss known for its ability to produce the toxic and
carcinogenic aflatoxins in food and feed. While aflatoxins are of most cocdtayus
is predicted to be capable of producing many more metabolites based on a study of its
complete genome sequence. $oofi these metabolites could be of great importance in
food and feed safety. Here we describe an analytical methodology based on Orbitrap
high-resolution mass spectrometiRMS) technology that allows the untargeted
determination of fungal metabolites, support of the study of the function of genes
involved in secondary metabolism in fungi. The applied strategy implies the detection
and identification of differentially expressed metabolites in extracts oftyple and
mutant fungal strains, using Orlaifr HRMS accurate mass data. The suitability of this
approach was demonstrated by the confirmation of previously characterized genes
involved in the aflatoxin biosynthetic pathway, namely a polyketide synthase (pksA), an
oxidoreductase (ordA) and @-methytransferase (omtA) gene. Subsequently, the
proposed methodology was applied for the detection and identification of metabolites
produced by a yet uncharacterized gene clusté. iflavus cluster 23. Comparative
Orbitrap HRMS analysis of extracts Af flavuswild-type strain and an ow@xpression
mutant for the transcription factor of gene cluster 23 (lepE) demonstrated that this gene
cluster is responsible for the production a set -ply@done derivatives, the leporins.
Besides the known derivativegptain B and leporin B precursor that could be identified
by automatic deeplication of the accurate mass data, five other compounds belonging
to this class of fungal secondary metabolites were detected and identified for the first
time, combining MS and uaitiple-stage MS data.

Keywords:Aspergillus spp. gene function; comparative metabolomics; higbolution
mass spectrometry
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ANALISIS COMPARATIVO DEL CLUSTER BIOSINTETICO DE
OCRATOXINA A EN ESPECIES DE ASPERGILLUS

J. GikSerna, C. Vazquez M. T. Gonzéalez)aénr, B. Patifid

!Departamentsde Microbiologia Ill, Universidad Complutense de Madrid.
’Departaments de Genética Universidad Complutense de Madrid.

jgilsern@ucm.es

La ocratoxina A (OTA) es una de las principales micotoxinas debido a su elevada
toxicidad y amplia incidencia en productos alimentarios. Esta toxina esta producida por
especies dAspergillusy Penicillium aunque la informacion sobre la rutabilesintesis
y su control genético no estan totalmente dilucidados. La identificacion de los genes
implicados es imprescindible para conocer como se regula la produccién de OTA y
poder establecer medidas de control efectivas. La secuenciacion de genespecus
productoras de micotoxinas ha proporcionado informacion y herramientas de analisis
gue estan permitiendo avanzar rapidamente en el conocimiento de la regulacion de su
produccion. En este trabajo, se ha utilizado la informacién gendémica dispparale
tres especies productoras de OPA ¢arbonariusA. nigery A. steyni). En un trabajo
realizado en nuestro laboratorio se describid la presencia de trespsstgnrpsste
pkssté localizados consecutivamente en el genoma dsteyniiy cuyosniveles de
expresion se correlacionaban positivamente con la sintesis de OTA. El estudio del
genoma deA. steyniipublicado ha permitido localizar dos genes candidatos mas a
formar parte detluster biosintético: un factor de transcripcion BZip que regalda
sintesis del resto de genes y un gen que codifica para una halogenasa que incorporaria el
8tomo de cloro a | a mol ®cul a deAmigaryat oxi na
A. carbonariugeveld una region gendmica similar a la descritéd eseynii. EI analisis
de la expresion de los cinco genes identificados en cepas productoras y no productoras
de OTA mediante R'PCR a tiempo real mostré induccion de su sintesis en las cepas
productoras. Estos resultados sugieren la participacion de estss ageta biosintesis
de OTA enAspergillus.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido financiado por el MINECO (AGL2GB928C2-
2-R).
Palabras clave:genes, ocratoxinas, biosintesis
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL INOCULO EN EL CRECIMIENTO
Y PRODUCCION DE AFLATOXINA B 1 POR ASPERGILLUS FLAVUS

L. AldarsGarcia A.J. Ramos, V. Sanchis, S Marin

Unidad de Micologia Aplicada, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universitat
de Lleida. UTPVWXaRTA, Agrotecnio Centre. Av. Rovira Roure 191. 2316i@a.

laldarsgarcia@tecal.udl.cat

La necesidad de reducir/evitar presenciade aflatoxinagen los alimentos es de
gran importancia para la industria alimentay@ que son compuestos eé&vada
toxicidad y carcinogenicidadel objetivo del presentgabajo consistio en estudiar las
diferencias entre las probabilidadds crecimiento y produccion ddlaoxina B
(AFB1), junto con parametros cinéticos de crecimieatdos niveles de concentracion
de esporas déspergillus flavus distintos Un nivel de indculo se obtuvo mediante
siembra en superficie con el fin de estudiar una sola espora y el otro nivel se realiz
mediante un punto de inoculacién con aproximadamente 500 esporas. El experimento se
llevd a cabo a 25C y dos actividades de ag(@85y 0,87) en agar extracto de pistacho
al 3%. Se elaboraron modelos probabilisticos para el crecimiento y la produccién de
AFB1 a los dos niveles de concentracion. Ademas, se estimaron pardmetros cinéticos de
crecimiento ajusndo mediante regresion lineal el radio de las colonias frente al tiempo.
El cambio del indculo concentrado al de una sola espora dio lugar a un retraso en la fase
de latencia de-3 dias, obteniéndose también mayores velocidades de crecimiento para
el indculo concentrado. En cuanto a los modelos probabilisticos, se obtuvo un retraso de
varios dias (entre-62), tanto para el crecimiento como para la produccion de AFB1,
cuando las estimaciones se realizaron a partir de los modelos obtenidos del estudio de
las colonias originadas a partir de una sola espora en lugar de a partir del inoculo
concentrado. Dependiendo de la concentracion de esporas empleada para generar los
datos se puede llegar a una sobreestimacion del crecimiento o de la presencia de AFBL1.
Las diferencias observadas muestran la necesidad de estandarizar la concentracion de
los in6culos a la hora de generar datos en micologia predictiva, con el fin de obtener
unos resultados lo méas representativos posible de una contaminacion real.

Palabras chve: aflatoxinas, indculo, micologia predictivaspergillus flavus
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VALIDACION DE UN METODO ANALITICO POR LC -MS/MS PARA LA
CUANTIFICACION SIMULTANEA DE 10 TRICOTECENOS EN LECHE DE
VACA

M.E. FloresFlores,E. GonzaleAPefas

Universidad deNavarra. Facultad de Farmacia y Nutricion. Dpto. Quimica Organica y
Farmaceéutica. C/Irunlarrea 1, 31008 Pamplona. Navarra.

magpenas@unav.es

El génerdFusariumes uno de los principales productores de micotoxinas en climas
templados especialmente d#&icotecenos Estos compuestos aparedeecuentemente
en cereales y alimentos derivadpsr ejemplo para rumiantes. Sensilera&l rumen
comouna barrera frente adanicotoxinas. Sin embargestos compuestos pueden ser
absorbidos yllegar a la lecheya que algunosno sufren metabolismo ruminal, y
enfermedades de los animales o una contaminaciérealtarrajes y piensos podrian
hacer quatravesaran esta barrera.La leche es un alimento muy consumidtogigdar
poblacién,incluyendolos nifios, grupcespecialmentailnerable a los téxicoAsi, el
control de compuestos téxicos en la leche tiene gran importancia en temas de seguridad
alimentaria. Para realizar este control, asi como otros estudios, como por ejemplo de
transferencia de micotoxinas a laHegse necesitan métodos analiticos adecuados. De
entre las micotoxinas, la presencia mas estudiada en la leche es Hfld®ina M1,
ya que es la unicaicotoxinaregulada por la UEen esta matrizHay muy pocos
estudios acerca de la presencia deoteicenos ereche Se presenta el desarrollo y
validacion de un método analiticempleando LEMS/MS para la determinacion
simultdnea de 10 tricotecenos en leche de vaca: nivalenol, deoxinivalenol, deepoxi
deoxinivalenol, 3acetildeoxinivalenol, 15 acetilceoxinivalenol, neosolaniol,
diacetoxiscirpenol, fusarenomxay las toxinas 12 y HT-2. El tratamiento de la leche
incluye una extracciérde las micotoxinacon acetonitrilo acidificado y posterior
separacion de la fase acuosa del extracto con acetatwlide En la comunicacion se
hara especial referencia @loceso devalidacion delmétodo desarrollagoincluyendo
el procedimiento llevado a cabo para el estudio de los parametros: linealidad e intervalo,
limites de deteccidn y cuantificacion, precisiprexactitud (tanto en condiciones de
repetibilidad como de precision intermedia), recuperacion, efecto matriz y estabilidad

Palabras clave:Micotoxinas; Tricotecenos; leche de vaca-MS/MS; Validacion.
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PRESENCIA DE MICOTOXINAS DE FUSARIUM EN PANES COMERCIALES

A.Vidal!, M. De Boevré, V. Sanchi§, S. Marird, A. Ramo$, X. Pascafi S. De
Saeget.

lUnidad de Micologia Aplicada, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universitat
de Lleida.UTPV-XaRTA, Agrotecnio Centre. Av. Rovira Roure, %1198 Lleida.
2 Laboratory of Food Analysis, Department of Bioanalysis, Faculty of Pharmaceutical
Sciences, Ghent University, Ottergemsesteenweg 460, 9000 Ghent, Belgium.

arnau.vidal@tecal.udl.cat

Los productos a base de cereales representan una geineipales vias de
exposicion a las micotoxinagstas toxinas pueden encontrarse en los alimentos en
forma libre o conjugadd.as micotoxinas conjugadas encontradas en los panes pueden
ser producidas por los hongos, por las plantas o durante el precelidracion de los
mismos Estas micotoxinagjue no son muy conocidgsjeden ser transformadasa
formaslibres durante la digestigrpudiendo ser un problema adicional para la salud del
consumidor al no ser detectadas en los andlisis rutin&®por esta razén que el
objetivo de este trabajo fagantificar 9 micotoxinas producidas por hongos del género
FusariumdeoxinivalenglDON), deoxinivalenoi3-glucésido (DON-3-glucdsido), 3-
acetildeoxinivalenol (ADON), 15-acetildeoxinivalenol (ADON),
zearalenonéZEA), -z ar al €AY | -z dlr a | €EAY | zeardlemond 4
glucosido(ZEA-14-glucosido) ynivaleno(NIV) en 56 muestras de pan procedente del
mercado espafiolque contenian diferentes cereblesadlisis se realizO mediante
cromatografialiquida con detector de masfsC-MS/MS). Los resultados obtenidos
muestran que todos los compuestos analizados fueron detectadasenalips panes
estudiadosiendo el NIV (46%) y el DON (21%) las micotoxinas mas abundaaes
unas concentracionesedlias de 272,3 ng/g y 38,4 ng/g respectivameaitedDON-3-
glucdsido fue el conjugado de DON mas habitnahte encontrado (8.9%g3pn una
concentracion medi&y de 21,8 ng/g. La presencia de ZEA fue escasa (12,$%)
ademasse detectéaina baja concerdcion (F5,4 ng/g). Entre los conjugados de la
ZEA, d -ZBA fue elmas comun (41%)aunque su concentracion tambitrebaja
(17,7 ng/g). Los resultados obtenidos demuestran la importanaalder elcontrol
de las micotoxingganto en su forma Il como conjugadan los alimentos a base de
cerealescon la finalidad de conocer la exposicion real de los consumidores a las
micotoxinas a través de este producto tan importante en nuestra dieta.

Palabras clave:deoxinivalenol, zearalenona, micotoxiresjugadas, pan, cereales.
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COMPARATIVE ASSESSMENT OF DIFFERENT EXTRACTION
PROCEDURES FOR MULTIANALYSIS BY LC -MS/MS OF EMERGING
MYCOTOXINS IN WHEAT BASED PRODUCTS

O. Stanciut, C. Juarf, D. Miere?, F. Loghin®, J. Marfie$
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University of Medicine and Pharmacy CINppoca, Romania;
2L aboratory of Bromatology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, University of
Valencia, Spain
3Department of Toxicologf acul ty of Phar macy, lul i u HagS
Medicine and Pharmacy Chlapoca, Romania;
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Due to the matrix complexity for wheat based products, a comparative study of
different rapid extraction procedures was performedtiier extraction of enniatins
(ENA, ENA1, ENB, ENB1) and beauvericin (BEA) in flour, pasta, breakfast cereals
and biscuits. For this purpose, three different approaches were studied during the
extraction and purification steps (shakerwith acetonitrile:water Ultra-Turrax with
acetonitrile QUEChERSwith acetonitrile:water and sa)t§or each matrix.Liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometiyMEGAS) with electrospray
source working in a positive moaes usedThe three methods were tesiaderms of
linearity, recovery, matrix effect, precision, limit of detection (LD) and limit of
guantification (LQ). According to the analytical results, UltraTurrax extraction was
chosen as the best method, havihg bestvalues for recovery, precisiom@ matrix
effect. For this method, the validation values were: coefficients of correlation in the
range 0.99% . 99 9 LQs béet( ENBn ENBf) kg (@BHA);12 &g |
recovery carried out in the four matrixes using blank sampfgked at three different
concentrations (LQ, 2LQ and 10LQ), from 71 to 119% and relative standard deviations
for intraday and interday precision lower than 18%; matrix effect revealing a signal
enhancement (between 108 and 128%) for all mycotoxins, ekt which presented
signal suppression (between 79 and 90%)onclusion, ptimal valueswere reached
using the Ultra-Turrax extraction This method,could be appliedor the analysis of
wheatbased products, helping the monitoring process of emengyiegtoxins presence
in food.

Acknowledgements: This research has been supported by the Spanish Ministry of
Economy and Competitiveness (AGL2643194P, and AGL201462648REDT), the
European Social Fund, Human Resources Development Operational Progr@®nzd 13,
project no. POSDRU/ 159/ 1.5/ S/ 136893, and the E
University of Medicine and Pharmacy GiNppoca, Romania.
Keywords: LC-MS/MS; QUEChERS; Ultrd urrax; Shaker; Wheat products.
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AUMENTO DE LA VIDA UTIL DE PRODUCTOS PANARIOS Y REDUCCION
DEL CONTENIDO EN AFLATOXINAS EMPLEANDO BIOFILMS DE
POLILISINA

C.LuZ, J.Calpé, JM.Quiled, F.Salading M.FernandeFranzon, G.Meca
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La bioconservacién es una aplicacion biotecnolégica que consiste en el empleo de
microoganismos o0 sus prodas metabdlicos en los alimentos para inhibir el
crecimiento microbiano, con el objetivo de mejorar la seguridad alimentaria y extender
la vida util de los alimentos. El uso de metabolitos secundarios producidos por
microorganismos para la conservacion lde alimentos esta ganando cada vez mas
interés para la industria alimentaria con el objetivo de reemplazar los aditivos de
s2nt eskPel i ILBk) idhun polipdptido formado por la unién de uno20
residuos de 4lisina por enlaces peptidicostenel grupo carboxilico y amino épsilon.

En este estudi o, bRL & fdistihtas £onat@raci@riesrde testearonc o n

frente a tres hongos micotoxigénicAspergillus parasiticusPenicillium expansuny
Fusarium verticillioidesutilizando el ensayo Kirbauer (método antibiograma). A

parte de determinar cualitativameBLts | a
realizd un estudio cuantitativo aplicando estos biofilms en alimentos. Se emplearon los
bi of i |-Ahsomudisposltivos antimicrobianos de envasado en la conservacion de

pan inoculado con esporas Aleparasiticusy P. expansury se realizé un seguimiento

de la vida util de estos. A continuacion, se realiz6 un estudio microbiolégico de los
panes, realizandaecuentos en placa de esporas viables tras los siete dias de
conservacion, y una determinacion de micotoxinas de las muestras de pan mediante CL
MS en tdndem. Los resultados evidencian que los biofilms presentan una actividad
fungistatica frente &. expasumy actividad fungicida frente B. verticillioidesy A.
parasiticusen placaL os panes c oRL presentafon unmlargachiento de la
vida util entorno a B dias respecto al control. En cuanto al analisis microbiologico se
obtuvieron reducciogs significativas del crecimiento fungico de 1223 log UFC/ml

para ambos hongos micotoxigénicos. Los resultados del andlisis de las AFs evidencian
gue todos |l os p a nRL spresentan und redutciom media dneel U
contenido de AFs del 97.76%.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, bioconservacion, actividad antifangica, vida
atil pan.
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ANTIFUNGAL AND ANTI -AFLATOXIGENIC ACTIVITY OF
CINNAMON, CINNAMALDEHYDE, OREGANO AND CARVACROL IN
ASPERGILLUS FLAVUSAND ASPERGILLUS PARASITICUSCULTURES

J.V. Gémez, E.M. Mated, J.V. GimeneAdelantadé, M.A. GarciaEsparz3 D.
Romera, R. MateeCastrd, M. Jiménez

! Department of Microbiology and Ecology, University of Valencia, Dr. Moliner,
50, 46100 Burjasot, Valencia, Spain
’Department ofAnalytical Chemistry, University of Valencia, Dr. Moliner, 50,
46100 Burjasot, Valencia, Spain
3Department oPharmacy, Faculty of Health Science, University GEardenal
Herrera, Av. Seminario, 46113 Moncada, Valencia, Spain

Misericordia.jimenez@uv.es

Chemical compounds with different mode of action have been used for decades in
the control of fungal diseases in agriculture. However, the indiscriminate and excessive
use of fungicides in crops has been a major cause of the development of resistant
patha@enic and toxigenic fungi, resulting in the use of higher concentrations and the
consequent increase of toxic residues in food products. The development of new, safe,
biodegradable and effective alternatives to reduce the utilization of synthetic chemical
fungicides in food is needed. Metabolites produced by plants are a promising alternative
because plants produce a wide variety of compounds, either as part of their development
or in response to stress or pathogen attack. In recent years, essentialeodstfaated
i ncreasing interest because many of them ar
As Safeo) by the FDA. The aim of this work
oregano,cinnamon and their major active constituents, carvacrol anpghéhyl2-
propenal cinnamaldehyde, respectively on: i) control of growtlA.oflavusand A.
parasiticus and ii) control of aflatoxin production by these two species in-based
medium under different environmental conditions. The effect of essentialnoflengal
growth rate and the effective doses 50 {g[and 90 (Elgy) were determined in solid
medium in direct contact with the mold. The antifungal and-a&idtoxigenic activity
of the different oils was assayed at 0.95 and 09%ral at 25 °C and 37C. The
effectiveness tocontrol fungal growthand aflatoxin production decreased in the
following order: cinnamaldehyde> carvacrol >oregano>cinnamon. Hence,
cinnamaldehyde and carvacrol were the most active agents, with the lowest EDs. The
activity of the dfferent oils was dependent on the fungal specigfasubstrate and
environmental temperature.

Acknowledgements:Financial support fromFEDER and MINECO (Spanish Government)
(Project AGL201453928C2-1-R) is gratefully acknowledged.

Palabras clave: Essential oils, aflatoxins, growth rateAspergillus flavus,
Aspergillusparasitics.
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EFECTO DE LA PROTEINA ANTIFUNGICA PGAFP SOBRE UNA CEPA
AFLATOXIGENICA DE ASPERGILLUS FLAVUSEN QUESO
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La proteina antifangica PgAEFPBroducida poiPenicillium chrysogenupmhibe a
Aspergillus flavuaflatoxigénico en mediale cultivo y embutidasSin embargo
PgAFP nolo inhibe en quesplo cual podria deberse a la presencia de cationes.
esclarecer este hecho, se evalud la actividad de PgAFP frAntdagu®n presencic
de distintos cationelsl potasiono afecH al efecto antifungico, mientras que |
cationes divalentesC¥# y Mg*™ disminuyen este efectodrasticamente La
permeabilidad dé\. flavusincrementé cof, 1l M CaCph, no viéndose alterada tries
adicion de PgAFP. En presencia d& M CaCp, PgAFPsoOlo selocalizé en la cap:
externa deA. flavus perao alter6 la actividad metabdlica, deposicién de quit
niveles de especies reactivas de erfy y viabilidad de las hifas.Lasalisis de
protedbmica comparativeevelaron cambios eal proteomde A. flavuspor efectode
PgAFP en medio enriquecido con,l0M CaCh.Con PgAFPaumentar@g5
proteinasrelacionadas caliversas rutas metabdlicas, incluyeneloestrés oxidativo.
Ademas, 70 proteindsminuyeron swabundancia, muchas de ellas involucradas ¢
biosintesis de metabolitos secundarios. Estos cand®esartariarel bloqueo de
receptores de PgAFeéh A. flavusomo causa de la ausencia de actividad antifan
De hecho,la resistencia dste mohfrenteaPgAFPen presencia @l M CaCbpparece
estar mediada por laalcineurin C&*-bindingregulatorysubunitCnaBpor la G-
proteincompl e x ylabgglusamytranspeptidapedaBionadas con |
conservacion de la integridad de la pared celular y cossfauesta alestrés oxidativ
impidiendo la apoptosid?or lo tanto, la aplicacion individual de PGAFP no es ef
frente &. flavusen productos ricos en calcio, en los que debe contemplarse
estrategia alternativa lailizacidonconjunta de cultivoprotectores.

Agradecimientos: Trabajo financiado por el Ministerio de Economia y Competitivic
Gobierno de Extremadura y FEDER (AGL20A1623, AGL20135729P, GR15108).
Palabras clave:Aspergillus flavusproteinas antifingicas, proteémica, queso.
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EFECTO DEL PIMENTON SOBRE MOHOS PRODUCTORES
DE MICOTOXINAS EN MATRICES CARNICAS
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Las condicionesambientalesen las que tiene lugarla maduracion de lo:
embutidos crudesurados pueden favorecer el desarrollo de una poblacién fang
la superficie de estos productos. Algunos de esos mohos son beneficios
embargo, muchos de ellos son capaces de producir micotoxinas. El pir
constituye uno de los ingredientes caracteristienda formulacionde embutidos
crudoscuradosy la adicion del mismo podria influir en el crecimienttayproduccion
de micotoxinas de los mohos presentes en estos productos. El objetivo del es
sido evaluar el efecto del pimenton sobre el crecimietéomohos toxigénicos, a
como sucapacidad de produccion de ocratoxina A (OTA), aflatoxina B1 (AFB
aflatoxina G1 (AFG1). Se emple6 una cepddaicillium nordicum(Pn4) productore
de OTA y otra déAspergillus parasiticu§CECT2682) productora de AFB1 y AFG
Los mohos se cultivaron em medio de cultivo elaborado a partir de carne liofiliz
y adicionadocon diferentes concentraciones de pimentén (1, 2 y 3%ijesentes
valores de actividad de ag(0,98, 0,94 y 0,87y temperaturd20°C en el caso de.
nordicumy a 25°C pard. parasiticug habituales en el proceso de maduracion de
embutidoscrudoscurados.Los cultivos se incubarorudante 10 dias, evaadoseel
crecimiento midiendo el didmetro de la colonia cada 24 hgrées,produccion de
micotoxinas mediante UHPL-®IS/MS cada 2 dias. Los resultados mostra@nael
pimenton influye en el crecimiento de los mohos, de tal forma que el desarrollc
de A. parasiticuscomo deP. nordicumes mayor a medida quee incrementda
concentracion de pimenton. Sin embam@ona actividad de agua de 0,98, se obse
menores producciones de OTA y aflatoxinas cuando la concentracion de pime
de un 3%. El uso di@imentén en embutidos crudoarados favorece el crecimien
fungico mientras, que en determinadas condiciones de maduragiOmM& puede
reducir la produccion de OTA y aflatoxinas.

Palabras clave:aflatoxinas, OTA, pimenton, productos crugnsados.

21



EFECTO DE LA TEMPERATURA'Y LA ACTIVIDAD DEL AGUA EN EL
CRECIMIENTO Y LA PRODUCCION DE AFLATOXINA SPOR
ASPERGILLUS FLAVUSY ASPERGILLUS PARASITICUSEN SISTEMAS
MODELO C ARNICOS
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Durante el proceso de maduracion del jamon curado es habitual la prese
una poblacién de mohos en su superficie, entre los que se encuentran las
Aspergillus flavusy Aspergillus parasiticysroductoras deaflatoxinas (AFs). Es
micotoxinas ienen una elevada toxicidad, por este motivo seria importante detel
si las condicionales ambientales propias del procesado de este producto influye
el crecimiento de estos mohos y la produccion de AFabletivo de este trabaj
fueevaluar la influencia dela actividad de aga@y la temperaturasobre
crecimientodedos cepas di. parasiticusy dos cepas dA. flavuy la produccién de
AFsen medios de cultivo elaborados coarne (MBA) yjamoén curado (DHA)EnN
primer lugar, se evaluden las tnaacepas el efecto de la a temperatura constan
(25 °C). A continuacién, una vez seleccionada una cepa de cada especie en b
diferentes perfiles derecimiento y produccion de ARBéstas se incubaron a 25, :
15y 10°Cy 0,95, 0,90 y 0,85%.8\. flavupresento fases de latencia mas cortasAqt
parasiticus sin embargo, laselocidadede crecimiento fueron similareBara amba:
especies, lerecimiento éptimese produjo a 25 °C y 0,9%.8Ambas cepas progiron
AFs cuando la temperaturag &yer an O 15 UBStosyresubad@edrut
ayudar en la toma de decisiones en relacion con la temperdtugapara minimizar
la contaminacién daFs durante la maduracién damon curado

Agradecimientos: Este trabajo ha sido financiado per Ministerio de Economia
Competitividad, Junta de Extremadura y FEDER (AGL20%329P, GR15108). B
Peromingo es beneficiaria de una beca FPldel Ministerio de Economia y Competi
(BES-2014 069484). Apoyo técnico proporcionado por el SEPAUEX.

Palabras clave: Aspergillus flavus;Aspergillus parasiticadlatoxinas; crecimiento
jamoén curado
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Las micotoxinas son compuestos altamente téxdage origen se encuentra en
metabolismo secundario de distintas especies de hongos, entre las que desi
génerosAspergillus, Penicilium, Fusarium, Clavicepg\lternaria. La mostazas una
especia elaborada a partir demillas de varias plantade la familia de las
Brassicaceage empleada frecuenemente en gastronomia por sus propied:
organolépticas y terapéuticas. En este estudio se evalud el potencial antifun
extractos de harinas de mostaza tanto amasitafsis.alba) como orienth(Brassica
junceg para inhibir el crecimiento de diversos hongos micotoxigénicos. Para e!
dos tipos de harinas fueron sometidas al siguiente procedimiento. En primer i
dispuso 1 g de harina junto a 25 mL de agua destilada y fueron homages:
mediante ultraturrax (11000 rpm, 3 min), para a continuacion centrifugar (250(
15 min, 4 °C) y filtrar a vacio con filtro de celulosa. Este extracto se concentl
liofilizacién, y se llevo a cabo un ensayo cualitativo de su actividad antfi
depositando 10 uL de concentrado sobre placas de medio PDA sembradas cor
de losgénerosAspergillus,Peniciliumy Fusarium En una segunda etapa, a partir
ese mismo extracto sin liofilizar, se procedio a una extraccioQuEChERSQuick,
Eas,, Cheap, Effective, Rugged and $afe posterior caracterizacion de |
compuestos responsables de dicha actividad mediante Cromatografia Liquida
Resolucion (HPLC). Los resultados mostraron una significativa actividad antifd
del extracto proedente de la harina de mostaza amarilla frente a todos los h
ensayados.

Agradecimientos: Esta investigacion ha sido financiada por el Ministerio de Econor
Competitividad AGL201343194P).
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QUEChERS.
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El maiz gea mays L) es un cultivo susceptible de ser contaminado
Aspergillus flavusn las etapas de pecesecha y postosecha con el consiguien
riesgo de acumulacion de micotoxinas dependiendo de las condiciones de tem,
y actividad de agua (@ El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto que
diferentes condiciones ambientalas y temperatura relacionadas cestas etapa
sobre el crecimientde A.flavuy en la produccion de aflatoxina, BAFB1).En este
estudio se evalud en un medio elaborado arghrtmaizel efecto de la/@.99, 0.95 y
0.90) y de la temperatura (20, 25 y 30°C) sAbtavugproductor de aflatoxina
durante 10 dias de incubacion. Posteriormente, se utiliz6 un sistema modelo ct
en el que se inocukdflavus siendo las condiciees ambientales dey ®.97 y 25°C
durante 10 dias. La recogida de muestras para determinar la produccion ge
llevd a cabo al final del tiempo de incubacion, mientras que el muestrec
determinar la expresion del gefiP, implicado en la biosintesde AFB, se realizo ¢
los dias 2, 4, 6, 7, 8 y 9.Los resultados obtenidos en el medio de cultivo, manifi
queA. flavuprodujo AFBcuandoa,00.95 y T = 20°C. Por otro lado, con respecto
expresion relativa del geaflP, los resultados mostraron como la expresion maxin
obtuvo en los dias 6 y 8, disminuyendo posteriormente en el dia 9. De ello se
gue, dado que la expresion del gatPfue anterior a la produccion de AEBésta
puede utilizarse como un buen icaior del riesgo de produccion de ARBr A.
flavusen maiz y ser utilizado para disminuir el peligro asociado ai@virBl productc
final.

Palabras clave:Maiz, Aflatoxinas, Temperaturay,.a

24



EL MOHO EN PRODUCTOS CURADOS
R. Martin
Resp. Biologi&d ACSSAProlongo

FACCSAPROLONGO, fundada originalmente en 1.820, se dedica tanto
elaboracién y comercializacion de carnes frescas (FACCSA), como a la elabori
comercializacién de embutidos (PROLONGO), tanto cocidos como curados.

En laelaboracion de embutidos curados, se distingue entre productos curac
recubrimiento de moho y productos curados sin recubrimiento de moho.
elaboracion de los productos con recubrimiento de moho, una vez las piez
embutidas, se realiza elmbr ado de | as piezas po
preparado de moho, compuesto por medio acelerador y moho liofilizad
penicillium que genera un micelio blanco, de aspecto lanoso y desarrollo homc
El uso del moho de recubrimiento proporcionbbs productos PROLONGO (Fue
Salchichén Malaga, Salchichén Casero) un sabor dulce caracteristico y unico
identifica, les confiere un aspecto tradicional y atractivo para el consumidor, fa
el correcto secado y conservacion del producto, yaehld aparicion de mohc
indeseables. Para que este proceso se desarrolle adecuadamente se re
mantener una cepa de moho de recubrimiento bien identificada, definida y ¢
realizar los procesos con higiene y buenas practicas, limpieza y deginfadecuad:
y constante de secaderos, barras y andamios donde se realiza la curacior
productos con recubrimiento de moho y acondicionar el secadero a una hun
temperatura favorable para el desarrollo de moho deseable y perjudicar el lde
de los indeseables.
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Many studies have been conducted worldwide to distinguish between the different
types of diseases caused byusarium spp. in  maize. &ticulaty,
Fusariunverticillioides, FEproliferatum, and F.subglutinansare the major causative
agents of pink ear rot, wh F.graminearum, Feulmorum F.cerealis andF.avenaceum
are often associated with red ear rot. Pink eaisnotesented frequentiy regions with
cooler climates and red ear rot in regionith moderatehigh temperaturesNew
scenarios associated ¢bmatechange will have direct impaon ear rot in maize crops
and in the occurrence, levels and types of mycotoxins in the cdwmal.species,
F.graminearumand F. culmorunare of concern in Spain because they may produce a
range of toxins, particularlyype B-trichothecenes. In this work, a full factorial design
was applied to study the potential impact of temperature and water activity on the
production of type B trichothecenes in maka¥nek contaminatech vitrowith isolates
of F. graminearurandF. culmorunfrom Spanish maizgrown in differentagroclimatic
regions.

Maizekernels,previously analged to ensure they had undetectable levelymé B
trichothecengswere placed in Erlenmeyemfiks andautoclaved for 20 min at 121 °C.
Then, the water activity was adjusted to 0.95 and 0.98 by addition of sterile distilled
water usinga moisture adsorption curve and tirains were inoculatedith three 3mm
agar disks taken from the margin of &-8ayold growing colonies oF. graminearum
andF. culmorunand incubateat 16, 22 and 28 °C.

All the studied isolates belonged to the deoxynivalenol (DOARAyYH
deoxynivalenol (3ADON) chemotype. DON and -BDON production was very
significantly affected by th three single factor§P < 0.001). The interaction
temperature X isolate was also significaRk (0.001 for DON andP< 0.01 for 3
ADON).

Acknowledgements:Financial support from FEDER and MINECO (Spanish Government)
(Project AGL201453928C2-1-R) isgratefully acknowledged.
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Fusariumculmorumenvironmental conditions
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A RAPID, CHEAP AND EASY METHOD FOR DETERMINATION OF TYPE A
AND TYPE B TRICHOT HECENES IN OAT GRAINS BY LC -DAD
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HT-2 toxin (HT2) and T2 toxin (T2) are type A trichothecenes produced
predominantly byF. sporotrichioideand F. langsethiaein cereals Deoxynivalenol
(DON) and nivalenol (NIV) are type B trichothecenes produced predominantfy by
culmorunandF. graminearum Isolates of the two lasipecies are either DON or NIV
producers. DON producers are referred to as type 1 chemotype. This chemotype is
further divided into 1A and 1Rlepending on the acetylated DON that is produced as a
co-contaminant, 3or 15-acetyl DON, respectively. The trichothecene toxicity has been
evaluated and the European Commission has set legislative limits for DON. A combined
limit for HT2 + T2 will be introduced in the near futur@though, currently there are
recommendation alob tolerable levels of the sum lbbth toxinsin cereals in the EU

The most frequently applied techniques for the determination of trichothecenes are
GC with electron capture or MS detection as well as LC with fluorescence detection
after derivatizationor with tandemMS detection. However, LCoupled with UV
detection little has been used. Due to the relevance of these mycotoxins in cereals,
especially in oat cropghe aim of this work was to develop a new, rapid, cheap and easy
method for the determitian of type A andype B trichothecenes in oat graiby LC-

DAD. Therefore, a study of different cleap procedures and liquid chromatographic
conditions was performed. With regard to clegn procedures, various cartridges
containing different mixturesf sorbent materials were prepared in the laboratory and
their performances were compared.

The best results (recoverjeamits of detection and cleaner chromatogsamwere
obtained usingaumina-charcoalC18 silicasilica getC8 silicaion exchangesilica
columnin theclearup step.

Acknowledgements: Financial support from FEDER and MINECO (Spanish
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Las micotoxinas son metabolitos secundadesorigen fungicaque se encuentran
contaminando alimentos principalmente de origen vedebal.piensos destinados a la
alimentacion animal incluyen en su composicidraterias primas suscefdgéb de
contaminacion por hongos y, por tanto, por micotoximasno los cereales/ otras
fuentes energétieproteicas de origen vegetal, aumentandoesigp de contaminacion
por micotoxinagNizza& Piccolo, 2009).

El hecho de que los piensos estén contaminados con micotarmpdisa que éstas
puedan estar presentes en tejgdos animales, bien como la molécula originat@mo
metabolitos Algunosestudiosndican la presencia daicotoxinaso sus metabolitos en
productos de ogen animal como leche, huevocarne entrando asi en la cadena
alimentariay llegando al consumidor fin&¥iannikouris& Jouany, 2002)estoi, Rokka
& Peltonen, 2007; JestdRokka, Jarvenpaa, & Peltonen, 20d@8ao et al., 2015

En un estudioprevio llevado a cabo en nuestro laboratorio, se ha detectado la
presencia deniatinas (ENs) y beauvericirem piensogle piscifactoriay, tambiénen
muestras de lubina, doradsalmén y truchaprocedentes de la acuicultufBolosa,

Font, Mafies & Ferrer, 2014)Actualmente se estan llevando a cabo analisis
multirresiduo (233 micotoxinas)empleando la cromatografia liquida acoplada a
detectores de maske tiempo de vuelo (TOF). M&ante el empleo de la misma se han
sometido a andlisis muestras de salmon de acuicultura, detectando hasta un total de 40
micotoxinas en las diferentes muestras analizadas y 4 nuevas moléculas no
identificadas. Dado que esta técnica puede ser empbeaéa elucidacion estructural,
identificaciény caracterizacidn de compuestos por masa exacta, se considera necesario
el empleo de ésta con el fin de elucidar e identificar los compuestos detectados no
identificados hasta el momento.

Palabras clave:producbs de origen animal, micotoxinas, cromatografia liquida, pescado.
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Las micotoxinas son contaminantes de los alimem&dacionados corefectos
nocivos sobre la salud como carcinogénesis, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad o
inmunosupresion. La evaluacide la exposicion humaadas micotoxinas se puede
llevar a cabo de manera indirecta a través delanalisiginie. Sin embargo, debido a
los bajos nivelesle micotoxinas detectados en muestras biolégielsesarrollo de
métodos analiticos sensibles y precisos para lamdigi@cion de micotoxinas y sus
metabolitos en orina es un paso esencial. En este estudio un método de microextraccion
dispersiva liquiddiquido (DLLME) ha sido optimizado y validado para el andlisis
cuantitativo de 11 micotoxinas (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, OTA, ZEA, BEA, EN A,
EN B, EN Al y EN B1) en orina humana por cromatografia ligegf@ectrometria de
masas en tandem (EEM/EM). La influencia de difeantes condiciones de extraccion;
tamafio dda muestra, tipo y volumen de disolventgsadicién de saledue evaluada
con objeto de obtener el maximo rendimiento en la extraccién de las micotoxinas de
estudio. Una vez optirado, el método fue validado de acueedo establecido en el
documento SANCO 1495/2011. La exactitud se evahediante el ensayo de
recuperaciora cuatro niveles de concentraci@nalizadas por triplicadd.a precision
intradia e interdia se determindiante el calculo de la desviacion estandar relativa
(RSD%) de triplicadogrepetibilidad)analizados en traedias diferentes no consecutivos
(reproducibilidad) Los limites deteccion (LODs) y cuantificacion (LOQs) fueron
calculados comola concentracion correspondiente a dafal/ruido 3 y 10,
respectivamentel método DLLME nostrd valores satisfactorios de recuperacion (73
113%), reproducibilidad (RSD2%) y repetibilidad (RSD<15%), cb®Ds (0,0052
e g /ylLPQOs 0,1-4 ¢ pcoide das necesidadede sensibilidad requeridadicho
método sera aplicado al andlisis de muestras reales de orina de voluntarios sanos para
estimar la exposicibn humana a micotoxinas.
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CompetitividadAGL2013 43194P; BES2014068039)
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Penicilliumgriseofulvunis associated in stored apple fruits with blue mould decay,
the most important postharvest disease of pomevirmiitdwide Thispathogen hathe
ability to simultaneously produce both detrimental and beneBe@ndary metabolites
(SM). In order to gain insight int&M synthesis inP. griseofulvumin vitrand during
disease development on apple sequenced the genomePofgriseofulvunstrain PG3
and analysed some important SM clusfesentin the studied strain. The analysis of
the sequenced PG3 genome (29.3 Mb) showsPthgtiseofulvurbranched off after the
divergence oP. oxalicumbut before the divergence &f. chrysogenumGenomewide
analysis ofP. griseofulvumPG3 genes revealed a complete putative gene cluster for
patulin biosynthesis, and partial griseofulvin and roquefortine C clu®essdes the
bioinformatics analysis of tise gene clusters, we quantified the SM produdtioritro
and onapple fruits during the course of infectidrurthermore, the SMs detected in
infected apple were examined by studying the expression kinetics of thegekeg
under controlled conditiondn addition, we found additional SM clusters in PG3,
including those potentially responsible for the synthesis of penicillin, yanuthone D,
cyclopiazonic acid and predictedcluster that may be responsible for the synthesis of
chanoclavine IThese findilgs provide relevant information to understand the molecular
basis of SM biosynthesis iR. griseofulvumand this resource will allow further
research directed to the overexpression or blocking of specific SM synthesis.

Palabras clavePenicillium griseofulum blue mold, patulin, roquefortine C, griseofulvin.
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El objetivo de este trabajo es desarrollar un método analitico rapido y sensible para el
analisis de Ocratoxina A, OTA, puesto que se trata de un carcinogénico del grupo 2B
(IARC) producido por mohos ocratoxigénicos dmastante presencia en ensilados para
alimentacion animal. EI método se basa en una etapa de extraccion de OTA del
ensilado, mediante un tratamiento directo con disolvente organico, evaporacién a
sequedad y reconstitucién en acetonitrilo, sin etapa de-gfgag una segunda etapa de
andlisis instrumental, mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas con tecnologia de trampa de ionesMSEIT. La parte de LC es una elucion en
gradiente convencional con fase A (5mM formiato amdnicol$o0acido férmico) y
fase B (acetonitrilo). En la parte del MS, se exploré la posibilidad de fragmentaciones
de masas en tAndem, NMSque permite el detector de trampa de iones, dado el elevado
peso molecular de la OTA (403 uma). Asi se desarrollé6 un métied MS en
ionizacion positiva. El ion precursor es m/z = 404, el ion de cuantificacion m/z = 341
con los cualificadores m/z = 239 y 257. El método instrumental presenté una adecuada
sensibilidad con un limite de cuantificacion de 0.5 pg/L (ppb), basada eelacion
sefal/ruido; y la repetitividad (int@day) presentd una desviacidn estandar relativa
inferior a 10%. Se prepararon dos rectas de calibrado entfe /L (ppb) una en
disolvente y otra en matriz (matriratch), presentando un2f.99 y de la
comparacion de las pendientes de ambas rectas se denota un importante efecto matriz,
por lo que se selecciona el calibrado en matratch para el analisis en rutina. Para la
cualificacion se utilizé las relaciones i6nicas del i6n de cuantificaciofosy
cualificadores. La selectividad del método instrumental fue comparada con la
fragmentacion M3 (m/z 404>358), presentando mas ruido de fondo y menor
sensibilidad que M% El método instrumental también se aplicé al andlisis de rutina de
ensilados ex#&idos sin cleatup y a extractos de medio de cultivo, también sin elggn
presentando una adecuada sensibilidad y selectividad en ambos casos proporcionada por
el modo de trabajo de MS

Palabras clave: Ocratoxina A, ensilados, trampa de iones2MS
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La ocratoxina (OTA) es una micotoxina producidapor algunas especies de los
génerosAspergillusy Penicillium La presencia de OTAha sido descritaa nivel mundial
en alimentos contaminados por estoohos siendo el grupo de alimentos
principalmente afectado los cereales, asi como sus productos derivados, y bebidas con
importancia econémica com& vino yla cervezala OTA se ha descrito como un
frecuentecontaminante natural en los alimentgslos estudios que han evaluado los
efectsde la OTAIn vitro e in vivo han demostrad que la OTA tiene propiedades
citotoxicas, genotoxicas e inmudgricas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la citotoxicidad, el transporte de la OTA y su
biotransformacion en un  sistema  Transwellusamétulas Cac@ vy
HepGaimultdneamente, para simwdhipaso a través de la membrana intestinal y el
metabolismo a nivel hepaticoSe realizaron tratamientosduran® hcon tres
concentracionede OTA (5, 15 y45nM). La evaluacion de la citotoxicidad se reéli
mediante el ensayo MTS en ambas lineas celulRaga. la deteccién de la OTA y la
identificacidbnde sus metabolitose analizé el medio de cultivo mediakielPLC/MS
MS.

Los resultados mostraron que las concentraciones de OTA utilizadas no causaron
citotoxicidad a las 3 hdemas la OTA no increment6 la permeabiliddd la membrana
a las dosis utilizadapero se determiné que laconcentracion de OTA disminuyden un
intervalo dé 39-53% en la cadmara apical, respecto a la concentracion inicial. Los
metabolitos identificados las 3hfueron principalmentela OTAmetil éstery OTA-

GSH mientras qualas12 y 24 haparecieron, ademas, otros metaboltmso la OTB
y la OTA etil éster
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A study was carried out on the-ogcurrence of emergingusarium mycotoxins:
Enniatins (EN A, EN A EN B, EN B) and Beauvericin (BEA) iB2 samples of barley
from Tunisia.The present work is the first one ever drafted exclusively on the co
occurrence of the emergirfgusariummycotoxins in Tunisian barleyBarley samples
(n=52 were collected in 2016 and were analymsthg a solidiquid extraction using a
mixture of acetonitrile:water (84:16, v/vjeveloped by Juan et al. (2013nd
determinateby liquid chromatographyandem mass speometry. Results siwed that
36% of total samples were contaminated with at leastraycotoxin. In fact, both EN B
and EN B were the most prevalent metdibes showing an incidence of @6for each
in positive samples. EN Biad an average concentration ®4.8 ng/g and its
contamination level rangedetween 10.30 184.5ng/g, while EN B had an average
concentration 012.7ng/g with a contamination level ranging frah2to 1&.7 ng/g.

Co-occurrencereached 66% opositive samples. Although different combinations
wereobservedmain combinations weeN B and EN B1 (4% of positive) and En A+
EN Al+ EN B and EN B1 (1% of positive). Other combination was obsenkd Al+
EN B and EN B1 (5% of positiveSuch studies are relevant in order to assiess
toxicity effects poduced by the combinations of different mycotoxins and also estimate
the risk assessment by them@sence in the same commodities.
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La mayoria deereales, como el trigo, el maizlarroz, pueden estar contaminados
por hongos filamentosos y microscopicos que pueden prodifeientesmicotoxinas.
Las micotoxinas son compues que pueden causar greariedad detoxicidad en
humanos y animaleslgunas micotoxinas tienden a persistir durante la transformacion
y procesamiento de los alimentos y por lo general no se eliminan durante la coccién y
esterilizacion Existen escasos estudios acerca del comportamiento de las micotoxinas
durante los diferenseprocesos de coccion a lo que es sometido el alimento previo a su
consumo. Se han realizado estudios de tratamientos térmicos para reducir los niveles de
AFs en arroz, los cuales se mantuvieron en el 88986 del nivel inicial después de la
coccion, losresultados indican solo una pérdidadel 18% lo que muestra que las AFs
son relativamente estables durante el tratamiento térmico al que es sometido el alimento
(Sakuma et al 2013pdemas se han detectado otras micotoxinas como zerealenona en
arroz ylas Eratinas B en las pastas (Serrano et al 20163 alimentos en que se
encuentra con rmayor frecuencia son laerealeskn este estudio se evalud la presencia
de micotoxinas en varios platos de alimentos preparados a base de cereales y legumbres.
Para ellp las micotoxinas se extraen porQUEChERS y la determinacién de 16
micotoxinas se realiza porcromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem con trampas de iones(MS/MS-IT).Los resultados ponen de manifiesto la
presencia de las micotimas:Aflatoxina G2 y Zearalenona y Eniatina B en las muestras
analizadas a concentraciones del orden de pg/kg.
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Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by several fungi species and
represent an important group of contaminaftsey have the potential to enter the
human food chain through caroyer of contaminants froine feednto animaiderived
products and represent a serious threat to the health of humans and animals all over the
world. The present study was undertaken &tednine 10 mycotoxins including
aflatoxins B1, B2, G1, G2; enniatins A, Al, B, B1; OTA and BEA in chicken liver
using liquid chromatograpkhiandem mass spectrometry. Samples were collected from
different supermarkets and shops from Egypt and Spain ipetied from March to
July 2016. Homogenized samples were extracted with acetonitrile followed by
centrifugation, and purification by dispersive solid phase extractieBPg) before
being injected into LEMS/MS. The results showed that aflatoxins were thest
prevalent mycotoxins followed by enniatins, OTA and BERAe mean concentration of
mycotoxins found was ranged from 0.10 to 1.25 pgMgcotoxins were detected at
important percentage as follows: AFB1 (28%), AFB2 (52%), AFG1 (60%), AFG2
(52%), ENNA 8%), ENNA1 (12 %), ENNB (36%), ENNB1 (52%), BEA (12%) and
OTA (28%). Furthermore, eoccurrence of mycotoxins was found in most of analyzed
samples, being AFB2, AFG1, AFG2, ENNB1 and ENNB the most frequent
combination found. Obtained results of this stiumicate the importance of continuous
monitoring mycotoxins in different animal tissues, meat and meat products.
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Citrinin (CIT) is produced by several species of funBesicillium, Aspergillusand
Monascus It is generally formed after harvest and occurs mainly in stored grains (as
rice). In addition to economic losses, CIT contamination entails a risk for human and
livestock health due to its nephrotoxicity and other chronic effects [1]. Therefore rapid
and sensitive analytical methodologies for the accurate quantification of CIT are needed
in order to ensure consumer health and to promote international trade.

In this study a rapid, simple and effective method for the determination of CIT in rice
by ultrahigh performance liquid chromatography coupled to fluorescence detection
(UHPLC-FLD) was developed and validated. The separation was performed in a Zorbax
Eclipse Fus RRHD (50%x2.1 mm, 1.8 um) colummvith a mobile phaseof water
acetonitrile containing % formic acid, at a flow rate of 0.5 nmrhin, a column oven
temperature of 45°C and an injection volume of 5 LD was performed with
excitation/emission wavelengthof 331/500 nm. Extraction of CIT from rice was
achieved with a simple QUEChERSsed extraction/partitioning process with water
and acetonitrile and the aid of partitioning salts (4 g MgSQgy NacCl, 1 g trisodium
citrate dehydrate and 0.5 g sodium fogen citrate sesquihydrate).

The method was fully validated for white rice, using spiked samples, and its
applicability for brown and red rice was ensured by means of recovery experiments.
Recoveries ranged from 72.5 to 92.8%, with relative standard tamgalower than
7.1%. Detection and quantification limits were 1.5 and 5.0 U4 kgspectively. The
method wa applied to the analysis of 2fganic rice samples of different varieties
(white, red and brown) and none of them were contaminated with GdVeathe
detection limit of the method.

Acknowledgements: This work was supported by the Andalusia Government under
Excellence Project Ref: PARGR-1647).
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ACEITES ESENCIALES PARA EL CONTROL DE ASPERGILLUSFLAVUS Y
SUS TOXINAS: ESTUDIO DE SU CAPACIDAD FUNGICIDA .
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Las aflatoxinas(AFLs)suponen un grave riesgo para la seguridad alimentaria y
provocan elevadas pérdidas econdmicastaminando los cultivos en campo y durante
su almacenamientoEstas toxinas son producida®bre los alimentogiurante el
desarrollo deAspergillus flavug A. parasiticus principalmente. & mejor estratga
para prevenir las AFLs en alimentes impedir el crecimiento fangicbos fungicidas
utilizados deben de ser efectivos y duraderos, dado que los productos se almacenan
durante largos periodos de tiempo en sis.los Ultimos afios se ha incrementado la
investigacion de alternativabasadas en productos naturales,destacdoshreites
esenciales (AESs)

En este estudiose ha evaluado el efectovitrodeAEsle Satureja montana
L.(ajedrea) yOriganumvirensL. (orégano)sobre el crecimiento y la capacidad de
producir AFLgleA flavuqgcepa S44l) en medio CYA suplementado c&Es.Tras 8
dias de incubacion a 28°€g determind la tasa de crecimiento y la concentracion de
AFLs(AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2)mediante HPLO.ambién se evalué la actividad
fungicida de estos AEsmanteniendo una suspension de esporas en contacto directo con
los AEs durante 24 y 48 horas.Tras este periodo, se lavaron las esporas y se sembraron
en medio CYA. El crecimiento del hongo se evalud periddicamente hasta 60 dias.

La tasa de crecimiento deflavusen pesencia de los Afkestudiados se redujo de
forma sgnificativa en ambos casos, observdndoseduccimesmaximas del 81 y
77%para orégano y ajedrea, respectivamente a 1.000 ppm. A esta misma concentracion,
laconcentracion AFB1 se redujo un93% para orégano y un 81% para ajedrea.Los AEs
ensayados poseen actiad fungicida frente &.flavus ya que las esporasfueron
incapaces de germinar tras el tratamiento con los AEs,

Agradecimientos: Trabajo financiado por el MINECO (AGL2045B8928C2-2-R).
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Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos
(Da Rocha et al.,®@4). Estos metabolitos fingicos son potencialmente téxicos para los
animales y los seres humanos, ya que originan efectos biolégicos adversos como:
hepatoxicidad,  nefrotoxicidad, actividad inmunosupresora,  mutagenicidad,
teratogenicidad, carcinogenicidagstrogenicidad y accion diabetégena. Las especies
fungicas toxigénicas que se encuentran con mayor frecuencia en los alimentos
pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Marin et al., 2013).
Fusarium es responsable de la producciéragelénominadas micotoxinas emergentes.
Acerca de las micotoxinas emergentes existen datos limitados debido a la tardia
comprension de su papel como micotoxinas, pero se ha demostrado que las Eniatinas
(ENs ) y la beauvericina (BEA) poseen efectos citotixifJuarGarcia et al., 2013).
Actualmente se siguen consumiendo plantas medicinales debido a razones historicas y
culturales, por tratarse de productos naturales y por sus diferentes propiedades
terapéuticas. Hay muy poca informacién acerca de la presetei micotoxinas
emergentes en las plantas medicinales (Hu & Rychlik, 2014) y hasta la fecha su
presencia solo se ha evaluado en la materia prima de las plantas medicinales y no en las
infusiones preparadas a partir de estas, ya listas para el consumaohilinaeste
contexto, el objeto del presente estudio es evaluar la presencia de ENs en 25 tipos de
plantas medicinales, con un total de 50 muestras adquiridas de diferentes herbolarios y
preparadas para el consumo humano. Para ello, se ha puesto a puné&ioda
mediante microextraccion liquido/liquido dispersiva (DLLME) y determinacion por
Cromatografia LiquidaEspectrometria de masas en tAandem-ML&MS) con trampa
de iones (IT). Los resultados obtenidos tras analizar las 50 muestras (dos por tipo de
infusion) muestran que solo se han detectado ENB y ENB1 con una incidencia del 12 y
2% respectivamente con concentraciones que
ENB e inferiores a LOQ para la ENBL1.

Agradecimientos: Este trabajo forma parte de un proyede investigacion financiado por
el Ministerio de Economia y Competitividad AGL 2643194P y por el programa de
formacion de personal investigador de caracterdpoec t or al : AAtracci - de
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El Reglamento 386/2009 de la UE establecié un nuevo grupo funcional de aditivos
para piens® denomi nado Areductores de | a cont
mi cot oxinaso. A raz2z de di cho Regl ament o
caracterizar, tantm vitro comoin vivo, este tipo daditivos tales como los compuestos
inorganicos no nutritivodasados emrcillas del tipo de las bentonitas. Enel presente
estudio,diferentes arcillasprocedentes de diversos yacimientos se han caracterizado
tanto por sus propiedades fisigoimicas como por su pacidad adsorbente de
micotoxinas. Para ello, se realizé un estudio preliminavitro con 17 adsorbentes
(ensayadosl 002%, p/v), enuna solucion tampon a pH 5 y 37 °C, con 5 micotoxinas
ensayadas por separado (AFB1: 4 mg/L; DON: 10 mg/L; ZEA: 5 mghnA:Q mg/L;
FB1: 10 mg/L), y con determinacién de la adsorcién mediante ELISA.Los resultados se
correlacionaron con las caracteristicas figja@micas de los secuestrantes y, en funcion
del impacto de las variables estudiadas sobre la adsorcion declantdi$ toxinas, se
seleccionaron 3 adsorbentes, que fueron sometidos a un ensayo de adsosition
usando jugosfisiolégicos simulados (a pH 1,2 y pH8p, De este modo se
determinaron, mediante HPLC, las isotermas de adsorcegntefa AFB1 (en el
intervalo 002-4 mg/L) y DON (212 mg/L). Los resultados se compararon con los
obtenidos con 4 adsorbentes comerciales. Este estudio demostro la alta efectividad y el
alto rendimiento de | as bentonitas trioct a
incluso utilizando concentraones muy bajas de adsorbente029p). Ademas,la
adsorcion de AFB1 aument6 de manera inversa a la concentracién de toxina siguiendo
la forma de una isoterma de Langmuir, mientras que para el DON la adsorcién maxima
obtenida a la concénacion mas baja de micotoxina ensayada (2 mg/L) fue del 33%

Agradecimientos Proyecto RT€01535082 (cofinanciadopor laUE a travésdelFEDER
UnamaneradehacerEuropaProyecto AGL201462648REDT, y XaRTA (Red de Referencia
en Tecnologia de los Alimento$). Vila agradece al MINECO su contrato postdoctoral.
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Alternariaes un género fangico ubicuoque contamina una amplia variedad de
sustratos entre los que se encuentra el tomate. En Argentina, los-gsppoe
Alternariaarboresceng Alternariatenuissimaproductoras de micotoxinas han sido
aisladas de dicho cultivo provando graves pérdidas econOmicas a los productores
sumado al riesgo sanitario asociado a dichoscompuestos. El objetivo de este trabajo
fueevaluarel efecto de distintas temperaturasque se pueden encontrar en las etapas del
procesado de este vegetabgechacdmaras de almacenamiento y refrigeracgmiyre
elcrecimiento deA. arborescens A. tenuissim&ara ello, se inocularon AL de
suspensiones de &8sporas/mL en un medio de cultivo elaborado con pulpa de tomate
frescq simulando las condicionate temperaturaormales en el frut¢s-35°C) Cada
tratamiento (cepa =~ temperatur a) gue real i z
alcanzda fase estacionarid 2-35 dia$.El crecimiento reial de las colonias se registro
diariamentelLa temperatura iftuy enel perbdo de adaptacior)y en la velocidad de
crecimiento (u)de A. arborescens A. tenuissimao habiendo dii@ncias en el
comportamiento entre ambas15°Cy 25°C. A dichas temperaturaambas especies
empezaron a crecer rapidamente (csh dia)y se presentaron las mayores velocidades
de crecimiento (u=4,7,8 mm/dia) Sin embargoab y 35°C se observaron diferencias
entrelos aislamientasMientras quep fue similagi@a 2 mm/dia) A. tenuissimampezé a
crecerdespuégueA. arborescensiend | en todos los casos >5 di&stos resultados
preliminaressugieren gqueel almacenamiento en refrigeracidiel tomateseria una
practica adecuadpara evitara proliferacién délternaria. Los estudios de expresion
génica y produccion de micotoxstpie se estan realizando actualmente ayudaran a
proponer nuevas estrategias para ewtaresgo sanitari@sociado a la presencia de
micotoxinas de\lternaria.

Palabras clave:Alternaria, tomate, temperatura.
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La enfermedad celiaca (E@s unintoleranciapermanenteal gluten del trigo,
cebada, centeng probablemente avena, que se presentendividuos genéticamente
predispuestgscaracterizada por una reaccion inflamatoria, de base inmune, en la
mucosa del intestino delgado que dificulta la absorcion de macro y micronutrientes. La
Gnica terapia posible es una dieta sin gluten, que consiste imgesta de cereales
como: arroz, maiz, trigo sarraceno y mijo. Los objetivos del presente trabajo han sido
estudiar la presencia de 16 micotoxinas en 60 muestras de alimentos para celiacos,
evaluar la exposicion de las personas celiacas a estasstgxg@acterizar el riesgo
asociado al consumo de estos alimentos. Para conseguir estos objetivos se extrajeron las
muestras utilizando metanol y los extractos obtenidos se inyectaron en un equipo
cromatografo liquido con espectrometro de masas en tabsteeh48% de las muestras
se detectd al menos una micotoxina y en una muestra se detectaron hasta 4 micotoxinas.
En total se detectaron 8 micotoxinas de las 16 estudiadas (aflatoxina B1, G1 y G2,
fumonisinas, eniatina B y Bl), algunas de ellas superardimigé legislado por la
Unién Europea. Por lo que respecta a la caracterizacion del riesgo, realizada mediante el
estudio de la ingesta de alimentos, no se supone un riesgo para la poblacion celiaca.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido financiado por Ministerio de Economia y
Competitividad AGL2013 43194P).
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A fast and simple analytical method has been developed and validated for the
determination of aflatoxins BBz, G1and G) in rice samples. The procedure is based
on a very simple solitlquid extraction without further cleamp, and subsequent
analysis by ultrénigh performance liquid chromatography (UHPLC) coupled with
fluorescence detection (FLD), using a mobile phase consisting on water and a mixture
of acetonitrile and methanol 1:1, v/v, in gradient mode. Fluorescence emission of
aflatoxin B. (AFB1) and aflatoxin G (AFG1) were enhanced by pesblumn chemical
derivaization using pyridinium bromide perbromide (PBPB) as reagent. Variables
affecting this orline step, such as reagent concentration and flow rate, were optimized
by means of experimental design. Athmays peek ATO connector,
volume was usd to mix the PBPB solution with the eluate coming from the
chromatographic column, in order to avoid peak diffusion. A reaction coil of 38 pL,
consisting on a peek tube of 3 m length and 0.127 mm 1.D., was placed in an oven at a
25 °C constant temperatyre j oi ni ng the outlet of the ATO
FLD cell. The excitation and emission wavelengths for the determination of aflatoxins
derivatives were 365 and 460 nm, respectively. The method was satisfactorily
characterized in white anddwn rice. Under optimum conditions, external calibration
in solvent could be used for quantification purposes, and limits of quantification were
well below the maximum contents established by the Commission Regulation (EC) No
1881/2006 for this commodityrgup. Trueness study was carried out at three different
concentration levels, with recoveries in the range 84.5 % and 105.3 % and RSDs lower
than 5 %.

Acknowledgements: Thanks to Project Ref: AGL201B0708R (MINECO/FEDER,
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La amplia variedad de ingredientes en la dieta de los rumiantes, que incluye cereales,
forrajes, ensilados y piensos, puede exponer a las vacas lecheras a una amplia gama de
contaminantes. Las aflatoxinas son un grupo de micotoxinas sintetizadas prientgalm
por los mohosAspergillus flavusy A. parasiticus que estan presentes en numerosas
materias primas utilizadas en alimentacion animal. Estas toxinas causan efectos
adversos en la salud humana y animal y estan clasificadas como agentes carcinogénicos
para humanos (Grupo 1) por el IARC. Es bien sabido que las aflatoxinas presentes en
los alimentos para animales pueden transferirse a la leche en forma de aflatoxina M1.

El objetivo de este estudio fue determinar las tasas de contaminacion por aflatoxinas
(B1, B2, G1 y G2) en 37 muestras de raciones unifeed y de piensos para alimentacion
de ganado vacuno lechero, asi como la presencia de aflatoxina M1 en leche cruda de
vaca (n = 43). Tras la extraccion/preparacion de las muestras, la purificacion se realizo
con columnas de inmunoafinidadAflatest WB y Afla M1 de Vicam. La determinacion
se llevo a cabo mediante HPLC con detector de fluorescencia (FLD) con derivatizacion
fotoquimica postolumna (PHRED).

La prevalencia de aflatoxinas en productos destinadasalinhentacion animal fue
del 46% para aflatoxina B1, 20% para AFG2 y 17% para AFB2 y AFG1. Dos muestras
de pienso a base de concentrado fueron positivas a la presencia de las 4 aflatoxinas
analizadas, mostrando una concentraciéon de aflatoxina Bl por aer@inlimite
maximo permitido de5 pg/kg para piensos compuestos para vacas lecheras (Reglamento
UE N° 574/2011). Asimismo, se encontr6 que el 42% de las muestras de leche
analizadas estaban contaminadas con aflatoxina M1, aunque Unicamente 2
muestras(4,7%)peraron el contenido maximo permitido por la normativa europea de
0,05 pg/kg para leche cruda de vaca (Reglamento CE N° 1881/2006).

Agradecimientos: ProyectosAGL201467069R (MINECO-FEDER) y Grupo Consolidado
A0l (DGA 'y FSE). N. Bervis agradece la b&tdJ13/04238
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Las aflatoxinas son micotoxinas que pueden formarse tanto en el cultivo en campo de
numerosos productos agricolas, como durante la recolecdi@msporte vy
almacenamiento posterior, por lo que contaminan una gran variedad de materias primas
y alimentos elaborados. La incidencia de estas micotoxinas se ha visto incrementada en
los ultimos afios por factores relacionados con el cambio climaticoalimsntos
contaminados plantean amenazas de seguridad alimentaria, afectando especialmente la
salud de la poblacién méas vulnerable como los lactantes y nifios de corta edad. Por ello,
la presencia de aflatoxinas en alimentos infantiles es preocupantenekisademas
cierta laguna legal ya que en estos productos Unicamente esté legislado el contenido
méaximo de aflatoxina B1 (0,10 pg/kg), pero no el del resto de aflatoxinas (B2, G1 y
G2).

El objetivo de este estudio consistio en evaluar las tasas de ouwatt@m por
aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en 60 muestras comerciales de alimentos infantiles a base
de cereales. Las micotoxinas se extrajem@n una mezcla de metanol/agua
(80:20keguida de una purificacion con columnas de inmunoafinidad. La determinacion
se realiz6 por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a detectores de
fluorescencia y fotoquimico.

El porcentaje de positividad en las muestras fue del 18,3% (n=11) con unas tasas de
contaminacion comprendidas entre 87,3 y 226,8 ng/kg. Del tlatalas muestras
contaminadas, el 81,8 % superaron el contenido maximo establecido por la legislacion
para aflatoxina B1 en alimentos infantiles. La presencia simultdnea de aflatoxinas B1 y
G1 se observo en 45,5% de muestras. Sin embargo, sélo se didémtina G2 en una
muestra y en ninguna de ellas se determind la presencia de las cuatro aflatoxinas
investigadas.

Teniendo en cuenta la composiciéon de los productos alimenticios, los cereales
mayormente implicados en la positividad de las muestras faron (90,9%), trigo
(63,6%) y maiz (54,5%). Es importante destacar que el 27,3 % de las muestras positivas
contenia cacao en su composicion, por lo que se sospecha que este ingrediente también
pueda ser fuente de contaminacion.

Agradecimientos: ProyectodlUZ-2015CIE-03 (UZ),AGL201457069R (MINECO-
FEDER) y Grupo Consolidado A01 (DGA y FSE). N. Bervis agradece |laH8d&3/04238
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El objetivo general de este trabajo es evaluar in vitro el efecto del aceite esencial
obtenido de plantas aroméaticasRiasmarinus officinalisultivadas en Aragoén, sobre el
crecimiento dé\spergillustoxigénicos y la consiguiente produccién de aflatoxinas.

El estudio se ha llevado a cabo mediaatéétnica de dilucion en frascos de caldo
YES (extracto de levadura y sacarosa) inoculados con una solucion de esporas de
Aspergillus flavugCECT 2687) yAspergillus parasiticu§CECT 2682), a los cuales se
adicionaron concentraciones crecierdes aceite esenciad,0 (Control); 0,2; 0,4; 0,6;

0,8; 1; 3y 5 uL/mL. Tras 10 dias de incubacién en agitacion a 25 °C, se determiné la
concentraciébn minima inhitairia (MIC:concentracion mas baja de aceite esencial en la
gue no se observa crecimiento visible en los frgsgota concentracion minima
fungicida(MFC: concentracion mas baja de acejtee es capaz de destruir el 99,9% de
los mohos). Ademagn todos Is frascos con crecimiento fungicose determiné el peso
de micelio y se comparé con el control.

La evaluaciéon deal actividad antimicotoxigénicserealizéenlos frascos con las dos
concentraciones de aceite inmediatamente inferiores a lg Milzando elmedio
liquido recogidotras la filtracion del micelioPara ello, se llevd a cabo una extraccion
de los analitos mediante agitaciéon agma mezcla de metanol/ag(80:20),filtrado y
purificacibn con columnas de inmunoafinidad y determinacion por cromefiag
liquida acoplada a detectores de fluorescencia y fotoquimico.

Ninguna de las concentraciones ensayadas de aceite consiguio inhibir completamente
el crecimiento deAsperdllus. Sin embargo, las concentraciones mas altas de aceite
evaluadaq3 y SuL/mL) si que produjeronuna importante reduccion en el crecimiento
del micelio, de hasta el 50% con respecto al control.Estas mismas concentraciones,
también lograron inhbir la sintesis de todas las aflatoxinas investigadas, con
importantes reducciones enancentracion con respecto al control.
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Las aflatoxinas son un grupo de micotoxirsistetizadaspor mohosdel género
Aspergillusasociandose a productos agricolas de las regiones tropicales y subtropicales.
Recientednformes eidenciartontaminacion por aflatoxinasen cereales producidos en
Europa, asi como tasas de aflatoxina M1 en leche por encima del limite legal, lo que
pone de manifiesto una problemética en la seguridad alimentaria, puest@ que |
aflatoxinaB1, y su metabold hidroxilado MZstanclasificadas coma@omo agentes
carcinogénicos para humarnuos ellARC.

La produccion de leche de oveja es inferior a la de y@ratienegran importancia
en la economia rural en el area mediterrdBéabjetivo de este estudio fuketermnar
las tasas de contaminacion por aflatoxinas (B1, B2, G1 e@2)lmuestras de raciones
alimenticiasdeganadoovindecherq asi como la presencia de aflatoxinaM1 en leche
cruda de oveja (n = 31), procedentes de 7 explotaciones ovinas durante la estacion
finales de invierngprimavera. Para la purificacionse utilizaron columras de
inmunoafinidadAflatest WB y Afla M1 de Vicam la determinacién se realizo
mediante HPLC con detector de fluorescencia (FLD) con derivatizacion fotoquimica
postcolumna (PHRED)

Se detectd contaminacion por aflatoxinas en 7 de las 31 raciones analizadas (23%).
La prevalencia fue de 6,5 % para aflatoxina G1 y10% para aflatoxinas B1, B2 y G2.
Ninguna de las muestras analizadas super6 la concentracion de 5 ug/kg de aflatoxina
B1, limite legal establecido para piensos compuestos para ovejas lecheras (Reglamento
UE n © 574/ 2011). No se detect6 la presencia de aflatoxina M1 en ninguna de las
muestras de leche de oveja analizadas.

Agradecimientos: Proyect@553A (Gobierno de Arag&iITE), Grupo Consolidado
A0l (DGA y FSE) yAGL201457069R (MINECO-FEDER) N. Bervis agradece la
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